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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
3-MA 3-metiladenin 
ANOVA Analiza variance 
ATG Z avtofagijo povezani geni 
ATGL Adipozna trigliceridna lipaza 
DGAT Diacilglicerol aciltransferaza 
DPBS Dulbeccov fosfatni pufer 
ER Endoplazemski retikulum 
FBS Serum govejega zarodka 
HBSS Hanksova solna raztopina 
Hsc70 Protein toplotnega stresa 70 
Lamp2 Protein povezan z lizosomom 2 
LG-RPMI Medij inštituta Roswell Park Memorial z nizko koncentracijo 
glukoze 
LK Lipidna kapljica 
MK Maščobna kislina 
mTOR Sesalska tarča rapamicina 
PI3K Fosfatidilinozitol-3-kinaza 
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1 UVOD 
Organizmi so v svoji evoluciji razvili mehanizme, ki jim omogočajo nadzor in odzivanje 
na spremembe v razpoložljivosti hranil v okolju (Chantranupong in sod., 2015). 
Evkariontske celice se odzovejo na zmanjšano razpoložljivost hranil v okolju tako, da 
znižajo potrebe po glukozi ter postanejo energetsko odvisne od oksidacije maščobnih 
kislin (MK) v mitohondrijih (Farese in sod., 2009). Presežek MK celice shranjujejo v 
lipidnih kapljicah (LK) v obliki triacilglicerolov (TAG). LK so vir MK za oksidacijo v 
mitohondrijih, hkrati pa s shranjevanjem presežnih količin MK preprečujejo 
lipotoksičnost (Zimmermann in sod., 2004; Schoiswohl in sod., 2010; Haemmerle in sod., 
2011; Petan in sod., 2018). LK imajo različne vloge pri odzivu celic na stres, kar ima 
velik pomen tudi pri presnovnih boleznih in raku. 
Zadnje raziskave kažejo, da se biogeneza LK sproži pri različnih razmerah celičnega 
stresa, tako pri pomanjkanju hranil in kisika (hipoksija), kot tudi pri presežku hranil in 
oksidativnem stresu (Koizume in sod., 2016). Razlogi in mehanizmi tvorbe LK pri 
pomanjkanju hranil še niso pojasnjene, nedavne študije pa kažejo na povezave s procesom 
avtofagije, ki se sproži pri pomanjkanju hranil, in preprečevanjem lipotoksičnosti 
(Rambold in sod., 2015; Nguyen in sod., 2017). V splošnem je avtofagija neselektiven 
proces razgradnje odvečnega celičnega materiala, ki celicam pomaga premostiti različne 
stresne razmere (Sica in sod., 2015). V določenih primerih pa lahko pride tudi do 
selektivne avtofagne razgradnje različnih organelov, na primer mitohondrijev z 
»mitofagijo« in LK z »lipofagijo«.   
Pred kratkim so ugotovili, da encim adipozna trigliceridna lipaza (ATGL) v stradajočih 
celicah raka dojke sodeluje pri razgradnji LK in omogoči prenos MK iz LK v 
mitohondrije (Jarc in sod., 2018). Presenetljivo pa ATGL ni bila bistvena za preživetje 
celic tekom dolgotrajnega stradanja. Namreč, če so utišali ATGL, je sicer prišlo do 
kopičenja LK, vendar je razgradnja LK še vedno potekala. To nakazuje na vpletenost 
drugih lipaz in/ali lipofagije v razgradnjo LK in preživetje celic raka dojke tekom 
stradanja. Da bi s tarčnim spreminjanjem metabolizma LK učinkovito zmanjšali 
odpornost celic raka dojke na stres, je torej potrebno opredeliti vlogo avtofagije/lipofagije 




Starič P. Povezave med lipidnimi kapljicami in avtofagijo pri odpornosti rakavih celic na stres. 
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Molekulska in funkcionalna biologija, 2019 
1. 1 HIPOTEZE 
 Avtofagija je pomembna za sintezo in razgradnjo LK in odpornost celic raka dojke 
na stres zaradi neravnovesja hranil. 
1. 2 CILJI 
 Ugotoviti razmere pomanjkanja hranil, pri katerih poteka sinteza lipidnih kapljic 
v rakavih celicah. 
 Ugotoviti pomen sinteze lipidnih kapljic za preživetje celic. 
 Ugotoviti, ali avtofagija sodeluje pri sintezi lipidnih kapljic. 
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2 PREGLED OBJAV 
2. 1 LIPIDNE KAPLJICE 
Lipidne kapljice (LK) so evolucijsko ohranjeni celični organeli, ki jih lahko najdemo v 
skoraj vseh celicah z izoblikovanim jedrom ter v nekaterih prokariontih (Waltermann in 
Steinbuchel, 2005). Premer LK v večini primerov zajema med 0,01 in 5 𝜇m, v belih 
maščobnih celicah (adipocitih) pa lahko meri tudi do 100 𝜇m. Membrana, ki ločuje LK 
od citosola celice, je v nasprotju s preostalimi celičnimi organeli sestavljena le iz enega 
sloja fosfolipidov (Tauchi-Sato in sod., 2002). Njena površina je obdana s številnimi 
proteini, ki so bodisi pritrjeni na površino membrane, bodisi segajo tudi med hidrofobne 
repke membranskih fosfolipidov. Nekatere študije nakazujejo na prisotnost proteinov 
družine PAT v sredici LK, ki je sestavljena predvsem iz mešanice triacilgliceridov (TAG) 
in sterolnih estrov v različnih razmerjih, odvisnih od tipa celice (Fujimoto in Parton, 2011; 
Robenek in sod., 2005). 
2. 1. 1 Biogeneza lipidnih kapljic 
De novo sinteza LK poteka v endoplazemskem retikulumu (ER) (Walther in Farese, 
2012). Obstaja več teorij in modelov, ki opisujejo nastanek LK, najbolj razširjen pa 
predpostavlja, da se nevtralni lipidi ob doseženi mejni koncentraciji med membranama 
ER organizirajo v “leče”, ki nato vzbrstijo v citosol celice (Wilfling in sod., 2014). 
Natančen molekularni mehanizem nastanka LK še ni znan, vendar ugotovitve nekaterih 
raziskav prispevajo k razumevanju samega procesa (Wang, 2016). 
Prvi korak v de novo biogenezi LK je sinteza TAG v membrani ER. Ti se lahko 
sintetizirajo po dveh metabolnih poteh: Kennedy-jeva pot, ki je primarna pot sinteze TAG 
v večini celic, ter monoacilglicerolna pot. Kvasovke, ki imajo okvarjene vse štiri gene za 
encime, ki sintetizirajo nevtralne lipide (TAG in sterolni estri), ne tvorijo LK. To 
nakazuje, da je sinteza nevtralnih lipidov nujno potrebna za tvorbo LK (Sorger in sod., 
2004). V obeh poteh končni korak sinteze TAG katalizirata encima diacilglicerol 
aciltransferaza 1 in 2 (DGAT1 in DGAT2) (Thiam in sod., 2013). Encima se strukturno 
bistveno razlikujeta, a katalizirata isto biokemijsko reakcijo. Razlikujeta se tudi po 
afiniteti do substratov, subcelični lokalizaciji in fiziološki vlogi (Cases in sod., 1998; 
Lardizabal in sod., 2001).  
Encim DGAT1 je transmembranski protein, ki se predvsem nahaja na membranah ER kot 
dimer ali tetramer in sodeluje pri esterifikaciji številnih substratov, pri čemer prevladuje 
sinteza TAG. Ima pomembno vlogo pri razstrupljanju odvečnih lipidov, ki jih celica 
privzame iz okolja. Encim DGAT2 lahko najdemo, v nasprotju z DGAT1, na membranah 
ER in tudi LK. Le ta je pomemben za sintezo TAG iz substratov MK, ki izvirajo iz de 
novo lipogeneze (Walther in sod., 2017). 
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Naslednji korak v biogenezi LK je oblikovanje “bazenov” nevtralnih lipidov v dvosloju 
ER v obliki leče zaradi sinteze in kopičenja TAG (slika 1). Ko leča doseže določeno 
velikost oziroma nasičenost s TAG, se membrana ER uviha in iz nje vzbrsti LK, ki se 
nato, skupaj z nekaterimi ER proteini usidranimi v njeno membrano, odcepi v citosol 
(Walther in sod., 2017). 
 
Po brstenju nekatere LK ostanejo v fizičnem stiku z ER, druge pa se popolnoma odcepijo. 
Še vedno ni jasno, kaj določa, ali se bo LK popolnoma odcepila od ER ali ne. Choudhary 
in sodelavci (2015) predvidevajo, da ima protein FIT2 v celicah kvasovk pomembno 
vlogo pri uravnavanju brstenja LK (Walther in sod., 2017). 
LK lahko spreminjajo svojo velikost. Povečujejo se z dodatno sintezo TAG s pomočjo 
DGAT2 in drugih encimov, ter še hitreje z zlivanjem LK med seboj (fuzija). Njihova 
velikost se zmanjšuje s hidrolizo TAG ali pa cepitvijo LK. Interagirajo tudi z drugimi 
organeli, in sicer z mitohondriji, ER, jedrom, peroksisomi, lizosomi in avtofagosomi (Gao 
in Goodman, 2015). 
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Slika 1: Shema izgradnje lipidnih kapljic iz različnih virov (Petan in sod., 2018; 4, predelana z dovoljenjem 
avtorja).  
Pomanjkanje hranil v gojišču sproži razgradnjo membranskih organelov preko avtofagije, ki povzroči 
sprostitev različnih MK v citosol celice. Od DGAT1 odvisna sinteza LK prepreči njihovo lipotoksičnost s 
pretvorbo MK v TAG, katere shrani v LK. Celični stres lahko aktivira tudi fosfolipaze, ki hidrolizirajo 
membranske fosfolipide. Razgradnja celičnih komponent s procesom avtofagije tudi prispeva MK, ki se 
lahko vključijo v LK. 
2. 1. 2 Vloga lipidnih kapljic 
LK so dolgo smatrali kot znotrajcelična skladišča lipidov. Vedno več raziskav pa 
nakazuje, da njihove vloge v celicah bistveno presegajo shranjevanja rezervne energije 
za celico. Delujejo kot stikala, ki uravnavajo prenos in presnovo lipidov za različne 
potrebe celice, kot so tvorba energije, zaščita pred oksidativnim stresom ter prispevanje 
gradnikov za izgradnjo membran med rastjo celice.  So mesta replikacije virusov, 
razgrajujejo toksične lipide in tako ščitijo celice pred lipotoksičnimi poškodbami, so 
skladišče prekurzorjev bioaktivnih lipidov in hormonov, uravnavajo prenos MK ter so 
zapleteno povezane s procesom avtofagije (Filipe in McLauchlan, 2015; Listenberger in 
sod., 2003; Dupont in sod., 2014; Petan in sod., 2018). 
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2. 1. 3 Razgradnja lipidnih kapljic 
Razgradnja LK je kompleksno uravnavan proces, ki lahko poteka na dva načina: s 
procesom lipolize, ali z avtofagijo LK oz. lipofagijo.  
2. 1. 3. 1 Lipoliza 
V adipocitih je proces lipolize uravnavan s koncentracijami hranil in hormonov. Ustrezne 
koncentracije le-teh prikličejo in aktivirajo lipaze na površini LK, ki nato razgrajujejo 
TAG. V prvem koraku lipolize pride do aktivacije encima ATGL, ki s hidrolizo TAG 
omogoči nastanek diacilglicerolov in MK (Zimmermann in sod., 2004). Nato nastopi 
hormonsko regulirana lipaza (HSL), ki se lahko aktivira s hormoni in s protein kinazo A 
(PKA), ki hidrolizira diacilglicerole v monoacilglicerole in MK (Schweiger in sod., 
2006). Monoacilgliceroli se sprostijo v citosol, kjer se s pomočjo monoacilglicerol lipaz 
razgradijo na glicerol in proste MK. Proste MK se sprostijo iz celic v krvni obtok 
(Taschler in sod., 2011). V nasprotju z adipociti, preostala tkiva produkte lipolize 
izkoriščajo v sami celici, med drugim v procesu ꞵ-oksidacije, kjer pride do sprostitve 
acetil koencima A, ta pa se v glavnem porablja za proizvodnjo celične energije 
(D’Andrea, 2016). 
2. 1. 3. 2 Avtofagija 
Poznamo tri tipe avtofagije: makroavtofagija, s šaperoni posredovana avtofagija in 
mikroavtofagija. V procesu makroavtofagije (v nadaljevanju avtofagija) celica obda 
tarčni material (celične organele, ribosome, proteine in njihove agregate ali druge celične 
strukture) z dvoslojno membrano avtofagosomov, ki se nato zlijejo z lizosomi in tvorijo 
avtolizosom (slika 2). Tu se njihova vsebina razgradi s pomočjo lizosomalnih encimov, 
ter na koncu razgradne produkte sprosti v citosol (Glick in sod., 2010). Sam proces 
avtofagije uravnava več kot 30 z avtofagijo povezanih (ATG) genov. Hkrati imajo 
produkti genov ATG tudi od avtofagije neodvisne vloge (Yang in Klionsky, 2010). 
Tarča s šaperoni posredovane avtofagije so proteini označeni s posebnim motivom, 
vezanim na protein toplotnega stresa 70 (Hsc70). Te se prenesejo v lizosom z vezavo na 
membranski protein povezan z lizosomi 2 (LAMP2). Mikroavtofagija je proces, kjer se 
neselektivno zajame celična vsebina neposredno z uvihanjem lizosoma (Singh in sod., 
2009a). 
V ugodnih razmerah za celico je bazalni nivo avtofagije nizek, imeti pa morajo učinkovit 
mehanizem odzivanja na stres. Dražljaji, ki sprožijo avtofagijo so pomanjkanje hranil, 
hipoksija, povišane vsebnosti reaktivnih kisikovih spojin, zdravila, pomanjkanje energije 
v celici ali pa hormonska aktivacija avtofagije (Jaishy in Abel, 2016). 
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Različni dejavniki, kot so hipoksija, pomanjkanje hranil ter aktivator avtofagije rapamicin, sprožijo proces 
avtofagije, med drugim tudi preko inhibicije kinaze mTOR. Sledi tvorba fagosomalnih membran in 
zajemanje celične vsebine. Ko se membrane fagosoma združijo nastane avtofagosom, ki se nato z zlitjem 
membran organelov združi z lizosomom. Lizosomalni encimi razgradijo vsebino avtolizosoma ter se 
sprostijo v citosol celice. Zaviralec 3-MA onemogoči nadaljnjo tvorbo avtofagosomalnih membran. 
Klorokin in bafilomicin A1 zavirata avtofagijo v poznejših stopnjah procesa, saj preprečita zakisanje 
avtolizosomalne vsebine in s tem onemogočita delovanje lizosomalnih encimov, zaradi česar pride v celici 
do kopičenja avtofagosomov. 
Glavni zaviralec avtofagije je serin/treonin proteinska kinaza TOR (tarča rapamicina; v 
angl. "target of rapamycin"; v sesalskih celicah jo imenujemo mTOR – "mammalian 
TOR"). V razmerah z ustrezno koncentracijo hranil v okolju, je TOR kinaza aktivirana, 
pri čemer stimulira različne procese biogeneze in celične rasti, obenem pa zavira 
katabolične procese, kot je avtofagija preko inhibicije drugih serin/treonin proteinskih 
kinaz kot je Atg1. V razmerah stradanja oz. pomanjkanja hranil (ali ob dodatku 
rapamicina), pride do inhibicije proteinske kinaze TOR ter aktivacije kinaze Atg1, ki 
rekrutira še svoja regulatorja Atg13 in Atg17 (Kamada in sod., 2000). Ti, skupaj s 
kompleksom fosfatidilinozitol-3-kinaze (PI3K) razreda III, služijo kot osnova za 
privabljanje ostalih Atg proteinov na območje tvorbe fagofora (Suzuki in sod., 2007). Za 
nadaljnjo tvorbo oz. povečevanje avtofagosomalnih membran je potrebna vezava dveh 
proteinov, Atg5 in Atg12. Njuno vezavo uravnavata encima E1 (Atg7) in E2 (Atg10) 
(Kaiser in sod., 2012). Kompleks interagira s proteinom Atg16 ter v nadaljnjem procesu 
katalizira združitev proteinov Atg8 in LC3-I (lahka veriga z mikrotubuli povezanega 
proteina 1), ki omogočata podaljševanje membran fagofora. Proteaza Atg4 nato reže 
Slika 2: Shematski prikaz makroavtofagije ter delovanje zaviralcev avtofagije. 
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kompleks, pri čemer izpostavi mesto za vezavo  fosfatidiletanolamina (Sou in sod., 2006; 
Lee Y. in Lee J., 2016). Reakcija poteče s pomočjo encimov E1 (Atg7) in E2 (Atg10), 
katere produkt je protein LC3-II (Kaiser in sod., 2012; Kabeya in sod., 2000). Med zlitjem 
avtofagosoma in lizosoma se LC3-II v nastalem avtofagolizosomu razgradi z 
lizosomskimi proteazami. Tako so torej spremembe v količini proteina LC3-II povezane 
z avtofagno aktivnostjo v celici (Tanida in sod., 2005). Sledenje pretvorb proteina LC3-I 
v LC3-II s prenosom western, imunoprecipitacijo in imunofluorescenco so nekateri izmed 
ključnih načinov preučevanja avtofagije v sesalskih celicah (Tanida in sod., 2008).  
Protein LC3 v svoji s fosfolipidom konjugirani obliki (LC3-II) interagira z adaptorskim 
proteinom p62, ki veže poliubikvitiniran tovor sočasno z rastjo fagofora (Pankiv in sod., 
2007). Ko se membrane fagofora združijo v zaključeno enoto, lahko govorimo o 
avtofagosomih (slika 2), ki jih celice višjih evkariontov v svoji notranjosti lahko pomikajo 
s pomočjo mikrotubulov. Na koncu se avtofagosomi združijo z lizosomi s pomočjo 
SNARE proteinov (Nair in sod., 2007). 
Kot alternativna pot razgradnje LK je bila v zadnjih letih prepoznana tudi selektivna 
makroavtofagija LK, na kratko poznana pod imenom lipofagija. Proces je bil sprva opisan 
v hepatocitih miši, vendar je prisoten tudi v drugih tipih celic (Singh in sod., 2009). Gre 
za specifično zajemanje LK s strani avtofagosomov, ki se kasneje združijo z lizosomi ter 
razgradijo vsebino. Še vedno ni poznan natančen mehanizem prepoznave LK s strani 
avtofagosomov, ki omogoča specifičnost razgradnje teh organelov. Nedavne raziskave 
nakazujejo na  nekaj potencialnih proteinov, ki sodelujejo pri uravnavanju lipofagije, kot 
je na primer Rab7 (Cingolani in Czaja, 2016) 
2. 1. 4 Metode za preučevanje procesa avtofagije 
Števila avtofagosomov v celicah ne smemo enačiti s povečano ali zmanjšano stopnjo 
avtofagne aktivnosti, saj je avtofagosom le vmesna struktura v procesu avtofagije. Število 
avtofagosomov, ki jih zaznamo v posamezni celici v določeni časovni točki, odraža 
razmerje med hitrostjo tvorbe novih avtofagosomov in hitrostjo njihove pretvorbe v 
avtolizosome. Relativno povečanje števila avtofagosomov je lahko zato posledica 
aktivacije avtofagije ali pa njene upočasnitve v fazah, ki sledijo nastanku avtofagosomov. 
Zato si pri raziskovanju procesa avtofagije pomagamo z različnimi metodami, ki nam 
pomagajo razločiti med osnovno stopnjo avtofagije, ki poteka v običajnih razmerah v 
celicah, aktivacijo avtofagije ter inhibicijo avtofagije v stopnjah pred ali po tvorbi 
avtofagosomov. Namesto števila avtofagosomov v celicah raje zasledujemo avtofagni 
pretok ali fluks, ki je zanesljivejši pokazatelj stopnje aktivnosti avtofagije v celicah. Izraz 
avtofagni fluks zajema razgiban proces sinteze avtofagosomov, zlitje avtofagosoma z 
lizosomom in razgradnjo vsebine avtolizosomov. Pri raziskovanju avtofagije pa je 
potrebna uporaba različnih metod za specifično detekcijo avtofagosomov, kot je npr. 
zasledovanje dinamike proteina LC3 z imunodetekcijo ali konfokalno mikroskopijo v 
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živih celicah ter uporaba različnih zaviralcev oziroma aktivatorjev avtofagije, ki nam 
omogočajo opazovanje avtofagnega fluksa (Mizushima in sod., 2010).  
2. 1. 4. 1 Protein LC3 
Proteini LC3 (lahka veriga 3 z mikrotubuli povezanega proteina 1A/1B) so topni proteini, 
z molekulsko maso 16–18 kDa, ki  so pri človeku prisotni v petih variantah: LC3A 
(varianta 1, varianta 2), LC3B, LC3B2 in LC3C. Ali imajo vse oblike proteina LC3 enako 
vlogo v avtofagiji pa še ni dobro raziskano. Raziskave nakazujejo, da različice proteinov 
nimajo enakih vlog v celicah. Le proteini LC3A (varianta 1), LC3B in LC3C lahko tvorijo 
tudi lipidirano obliko LC3-II. Izooblika LC3C se v normalnih tkivih zelo slabo izraža. S 
kolokalizacijskimi študijami so pokazali, da se LC3A in LC3B nikoli ne pojavljata na 
istih avtofagosomih. Izooblika LC3B je trenutno najbolj preučena. Pomembno je, da pri 
detekciji avtofagije uporabljamo specifična protitelesa za LC3B (Koukourakis in sod., 
2015). 
Med tvorbo avtofagosomov se citosolna oblika proteina (LC3-I) lipidira s 
fosfatidiletanolaminom (Sou in sod., 2006). Reakcija poteče s pomočjo encimov E1 
(Atg7) in E2 (Atg10), katere produkt je protein LC3-II (Kaiser in sod., 2012; Kabeya in 
sod., 2000). Njegova molekulska masa meri 14–16 kDa in je usidran tako v zunanjo, kot 
notranjo membrano avtofagosoma. Po tvorbi avtofagosoma se LC3-II na zunanji 
membrani sprosti v citosol, med fuzijo avtofagosoma in lizosoma pa se LC3-II na notranji 
membrani avtofagosoma razgradi z lizosomskimi proteazami. Tako so torej spremembe 
v količini proteina LC3-II povezane z avtofagno aktivnostjo v celici (Tanida in sod., 
2005). Sledenje pretvorb proteina LC3-I v LC3-II s prenosom western, 
imunoprecipitacijo in imunofluorescenco je tako en izmed ključnih načinov preučevanja 
avtofagije oziroma relativnih sprememb v številu avtofagosomov v celicah (Tanida in 
sod., 2008).  
2. 1. 4. 2 Zaviralci in aktivatorji avtofagije 
Za uspešno raziskovanje avtofagije lahko uporabljamo različne načine za zaviranje ali 
aktivacijo procesa, tako farmakološke učinkovine kot genetske pristope. Pomanjkljivost 
uporabe farmakoloških učinkovin (inhibitorjev ali aktivatorjev posameznih encimov in 
signalnih poti) je pomanjkanje visoko specifičnih zaviralcev oziroma aktivatorjev 
avtofagije, saj mnogi, ki so trenutno v uporabi, vplivajo še na druge procese v celici. 
Prednost genetskih pristopov, kot so utišanje ATG genov s pomočjo molekul RNAi ter 
blokiranje ekspresije genov z mikroRNA molekulami, so v njihovem ozko specifičnem 
delovanju na določene gene oziroma proteine (Klinosky in sod., 2016).  
3-MA je zaviralec kinaz PI3K iz razreda III, katerih delovanje je pomembno za nastanek 
avtofagosoma. Potrebno je poudariti, da 3-MA zavira tudi kinaze PI3K razreda I, ki 
zavirajo proces avtofagije. Oba tipa kinaz PI3K uravnavata številne signalne poti in 
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transport po celici, zato zaviralec 3-MA ni specifičen za proces avtofagije. Zaradi visokih 
koncentracij zaviralca, ki jih uporabljamo v poskusih, lahko nehote vplivamo tudi na 
druge celične procese, kot je zakisanje lizosomov, endocitoza, metabolizem glikogena ter 
vzdrževanje mitohondrijske integritete (Caro in sod., 1988; Punnonen in sod., 1994; Xue 
in sod., 2002).  
Bafilomicin A1 in klorokin zavirata avtofagijo v zadnji stopnji procesa, torej razgradnjo 
vsebine avtolizosoma. Bafilomicin A1 zavira delovanje vakuolarne ATPaze (V-ATP), ki 
nadzira pH v lizosomu (Bowman in sod., 1988). Bafilomicin A1 zavre zakisanje 
lizosomov in avtolizosomov ter onemogoči delovanje razgradnji encimov lizosoma in s 
tem razgradnjo vsebine avtolizosoma (Mauthe in sod., 2018).  
Klorokin se je uporabljal kot zdravilo za malarijo, sedaj pa se uporablja predvsem kot 
zaviralec avtofagije v raziskavah tako in vitro kot in vivo (Klionsky in sod. 2012). Je šibka 
baza, ki lahko prehaja membrano lizosoma v monoprotonirani obliki. V lizosomu se 
diprotonira in ujame v organel. Zaradi svoje bazične narave klorokin zviša pH v lizosomu, 
s čimer zavre encimsko razgradnjo v avtolizosomu (Homewood in sod., 1972). Še vedno 
pa ni znan natančen mehanizem delovanja klorokina pri avtofagiji, vendar nedavne 
študije nakazujejo, da morda ne vpliva na pH lizosoma, kot se je sprva predvidevalo. 
Raziskave namreč kažejo, da klorokin preko oviranja delovanja Golgijevega aparata, 
posredno zavira zlivanje avtofagosoma in lizosoma,(Mauthe in sod., 2018). Tretiranje 
celic s klorokinom vodi tudi k tvorbi velikih vakuolnih struktur, ki nastanejo zaradi 
ozmotskega neravnovesja (Marceau in sod., 2012).Rapamicin je aktivator avtofagije, saj 
inhibira enega glavnih zaviralcev avtofagije, kinazo mTOR (Yang in Guan, 2007). 
Rapamicin je lipofilni makrolidni antibiotik, ki se ga uporablja kot zaviralca imunskega 
sistema pri presaditvah organov, njegova aktivnost pa vpliva tudi na aktivacijo avtofagije 
v različnih celičnih tipih (Shigemitsu in sod., 1999). Sharifi in sod. (2015) pa so ugotovili, 
da rapamicin ni učinkovit aktivator avtofagije na številnih tumorskih linijah, tudi na 
celicah raka dojke MDA-MB-231. 
Največja pomanjkljivost omenjenih učinkovin je, da poleg avtofagije, vplivajo tudi na 
druge celične procese. Zato je pri interpretaciji rezultatov pomembna previdnost, hkrati 
pa je takšne farmakološke študije priporočljivo združiti z genetskimi pristopi z utišanjem 
ali povečanjem izražanja različnih genov ATG (npr. ATG5), ki nam omogočajo bolj 
specifično zaviranje oz. aktiviranje avtofagije (Mizushima in sod., 2010). 
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2. 2 POVEZAVE MED LIPIDNIMI KAPLJICAMI IN AVTOFAGIJO 
Rakave celice imajo zaradi slabe ožiljenosti v tumorju pogosto nereden dotok hranil in 
kisika, vendar so sposobne prilagajanja na raznolike razmere v okolju. To jim omogočajo 
dinamične spremembe v metabolizmu, ki niso nujno posledica delovanja onkogenov in 
tumor-supresorskih genov. Na presnovo rakavih celic med drugim vpliva tudi 
razpoložljivost hranil v okolju, ki lahko spremeni signalne poti in spodbudi tumorigenezo 
(Ward in Thompson, 2012). Tako se v strogih razmerah pomanjkanja hranil spodbuja 
metabolizem v smeri sinteze lastnih lipidov, preživetje rakavih celic pa je odvisno od 
uspešnosti privzema lipidov iz okolja in recikliranja lastnih lipidnih zalog 
(Michalopoulou in sod., 2016). 
Kopičenje LK v rakavih celicah so raziskovalci opazili v različnih tipih raka (Ramos in 
Taylor, 1974; Dessi in sod., 1992; Than in sod., 2003). Kopičijo se ob prisotnosti večjih 
količin hranil, MK ali drugih lipidov, tvorijo pa se tudi ob pomanjkanju kisika ali hranil. 
Torej rakave celice v razmerah stradanja, ko primanjkuje energetsko bogatih molekul, 
vseeno sprožijo energetsko zahteven proces biogeneze LK, kar nakazuje na pomembno 
vlogo LK v lipidnem metabolizmu in odzivu celic na stres (Jarc in sod., 2018). Razlogi 
in mehanizmi tvorbe LK pri pomanjkanju hranil še niso pojasnjeni, nedavne študije pa 
kažejo na povezave s procesom avtofagije, ki se sproži pri pomanjkanju hranil, in 
preprečevanjem lipotoksičnosti (Rambold in sod., 2015; Nguyen in sod., 2017).  
Študije na celičnih linijah mišjih embrionalnih fibroblastov (MEF) so pokazale, da so LK 
v razmerah stradanja pomembne vsaj zaradi dveh razlogov: da preprečijo toksičnost 
lipidov, ki se ob koncu procesa avtofagije v velikih količinah sprostijo v citosol, in da 
omogočijo učinkovit in nadzorovan prenos MK iz LK v mitohondrije za oksidacijo oz. 
proizvodnjo energije (Rambold in sod., 2015; Nguyen in sod., 2017). Kaže torej, da 
avtofagija lahko spodbuja sintezo LK, ko celici primanjkuje glukoze in aminokislin, pri 
čemer pa razgradnja LK poteka s pomočjo encima ATGL. V razmerah milejšega 
stradanja, npr. pri odtegovanju seruma, pa je za razgradnjo LK lahko bolj pomembna 
lipofagija in ne lipazna aktivnost ATGL (Rambold in sod., 2015). Nguyen in sodelavci 
(2015) so pokazali, da je tvorba LK preko avtofagije v razmerah stradanja pomembna 
predvsem za zaščito mitohondrijev pred toksičnim kopičenjem MK. Za tvorbo LK v 
stradanih celicah MEF je pomemben predvsem encim DGAT1.  
Pred kratkim smo v našem laboratoriju ugotovili, da encim ATGL sodeluje pri razgradnji 
LK v celicah raka dojke tekom podaljšanega stradanja v odsotnosti seruma (Jarc in sod., 
2018) in omogoči prenos MK iz LK v mitohondrije (Guštin, 2019). Presenetljivo pa 
ATGL ni bila bistvena za preživetje celic tekom dolgotrajnega stradanja. Namreč, če smo 
utišali ATGL, je sicer prišlo do kopičenja LK, vendar je razgradnja LK še vedno potekala. 
To nakazuje na vpletenost drugih lipaz in/ali lipofagije v razgradnjo LK in preživetje celic 
raka dojke tekom stradanja. Da bi s tarčnim spreminjanjem metabolizma LK učinkovito 
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zmanjšali odpornost celic raka dojke na stres, je torej potrebno opredeliti vlogo 
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3 MATERIAL IN METODE 
3. 1 MATERIAL 
3. 1. 1 Seznam uporabljenih kemikalij 
- AICAR (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- Bafilomicin A1 (Cayman Chemical, ZDA) 
- BSA (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- BSA brez maščobnih kislin (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- Celična kultura HeLa (klon H2, John V. Moran, Howard Hughes Medical 
Institute, ZDA) 
- Celična kultura MDA-MB-231 (ATCC, ZDA) 
- DMEM GlutaMAX (Gibco, ZDA) 
- DMSO (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- DPBS (Gibco, ZDA) 
- DTT (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
- Gojišče DMEM (Gibco, ZDA) 
- Gojišče za transfekcijo Optimem (Gibco, ZDA) 
- Gojišče HBSS (Gibco, ZDA) 
- Hoechst (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- IDCR reagent »Ionic Detergent Compatible Reagent« (Thermo Scientific, ZDA) 
- LipidTOX Deep Red (Life Technologies) 
- Klorokin (CytoID kit, Enzo Life Sciences, ZDA) 
- Nilsko rdeče (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- PF-06424439, DGAT 2 inibitor (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- Primarna zajčja monoklonska protitelesa anti-LC3B (#2775, Cell Signaling, 
ZDA) 
- Primarna zajčja monoklonska protitelesa anti-Atg5 (#12994, Cell Signaling, 
ZDA) 
- Primarna zajčja monoklonska protitelesa β-aktin (#NB600-532, Novus 
Biologicals, ZDA) 
- Rapamicin (Cyto-ID kit, Enzo Life Sciences, ZDA) 
- Raztopina antibiotikov in antimikotikov (Gibco, ZDA) 
- RPMI 1640 (ATCC, ZDA) 
- RPMI-1640 brez fenol rdečega (ATCC, ZDA) 
- RPMI 1640 Low Glucose (Biological Industries) 
- Sekundarna protitelesa, konjugirana s hrenovo peroksidazo (Cell Signaling, ZDA) 
- Serum FBS - heat inactivated (Gibco, ZDA) 
- Standardne raztopine proteina BSA »Bovine Serum Albumin Standard Prediluted 
Set« (Thermo Scientific, ZDA) 
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- Substrat za kemoiluminiscenčno reakcijo »Lumi-Light Western Blotting 
Sunstrate« (Roche, Nemčija) 
- TMRM - metilni ester tetrametilrodamina (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- Tripan modro (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- TrypLE Select (Gibco, ZDA) 
- Tween-20 (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- T863, DGAT1 inhibitor (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- YO-PRO-1 jodid (Life Technologies, ZDA) 
- 3-metiladenin (Sigma-Aldrich, ZDA) 
3. 1. 2 Uporabljeni kompleti 
- CYTO-ID® komplet za zaznavanje avtofagije 2.0 (Enzo Life Sciences, ZDA) 
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3. 2 METODE 
3. 2. 1 Gojenje celičnih kultur HeLa in MDA-MB-231 
Pri delu smo uporabljali dve celični liniji:  
Adherentna celična linija HeLa je prva nesmrtna človeška celična kultura, ki izhaja iz 
tkiva epitelnih celic raka materničnega vratu. Celice so pridobili z odvzemom tkiva 
bolnici Henrietti Lacks (Lucey in sod., 2009). Celice smo redno gojili v gojišču DMEM 
(GlutaMAX) z dodanim 10 % FBS-om (Gibco, ZDA), v plastičnih posodicah za celične 
kulture T-25 (s površino 25 cm2), v inkubatorju pri temperaturi 37 oC in atmosferi s 5 % 
CO2. 
Adherentna celična linija MDA-MB-231 je človeška celična kultura, ki izhaja iz tkiva 
epitelnih celic raka na dojkah. Celice so pridobili z odvzemom tkiva 51-letni bolnici z 
diagnozo metastatskega raka dojk tipa 1. Ta celična linija je med najbolj uporabljenimi 
za raziskovalne namene v medicini (Chavez in sod., 2010). Celice smo redno gojili v 
gojišču RPMI-1640 (ATCC, ZDA) z dodanim 10 % FBS-om, v plastičnih posodicah za 
celične kulture T-25 v inkubatorju pri temperaturi 37 oC in atmosferi s 5 % CO2. 
3. 2. 2 Precepljanje celičnih kultur 
Celične kulture smo precepljali, ko je kultura dosegla približno 90 % konfluenco (celice 
HeLa na 3 do 4 dni in celice MDA-MB-231 na 4 do 5 dni). Za precepitev celic smo 
uporabili faktor redčenja 20 za celično linijo HeLa, ter faktor redčenja 4 za celično linijo 
MDA-MB-231.  
Iz plastenke za gojenje celičnih kultur T-25 smo odsesali gojišče in celice sprali z 1 ml 
DPBS. Nato smo celicam dodali 0,5 ml raztopine TrypLE Select, ki prekine povezave 
med celicami in podlago. Celice MDA-MB-231 smo inkubirali 2–3 min v inkubatorju pri 
temperaturi 37 oC, celice HeLa pa 4–5 min,  ter jih nato resuspendirali v 1,5 ml 
kompletnega gojišča. V novo plastenko T-25 smo prenesli ustrezen volumen celične 
suspenzije (1 : 20 za celice HeLa ali 1 : 4 za celice MDA-MB-231) in dodali kompletno 
gojišče do končnega volumna 4 ml. Z nežnim gibanjem plastenke smo vsebino 
enakomerno razporedili po njenem dnu in jo postavili v inkubator.  
Celice smo gojili v kompletnem gojišču (ustrezno gojišče z dodanim 10 % FBS-om) brez 
dodanih antibiotikov in antimikotikov. 
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3. 2. 3 Odmrzovanje in zamrzovanje celic 
Trajne zaloge celic smo hranili v zamrzovalnih posodicah v tekočem dušiku (–196 oC), 
ki so vsebovale 1 ml celične suspenzije s koncentracijo približno 106 celic/ml. Pri 
zamrzovanju smo vzeli posodico s celicami iz tekočega dušika in jo 1 min nežno stresali 
v vodni kopeli pri 37 oC, da se je vsebina posodice stalila. Nato smo 670 μl suspenzije 
odmrznjenih celic odpipetirali v plastenko T-75 (s površino 75 cm2) z 11 ml predhodno 
ogretega kompletnega gojišča. Preostalih 330 μl suspenzije odmrznjenih celic pa smo 
odpipetirali v plastenko T-25 s 3,5 ml predhodno ogretega kompletnega gojišča. V 
plastenke smo dodali še 0,01 % (v/v) raztopino antibiotikov in antimikotikov, torej 40 μl 
v plastenko T-25 in 120 μl v plastenko T-75. Plastenko s celicami smo nato postavili v 
inkubator. Po 24 h smo odstranili gojišče z odmrlimi celicami in še vedno prisotnim 
sredstvom za zaščito celic pri zamrzovanju DMSO (Sigma-Aldrich, ZDA). Celice smo 
sprali s 3 ml DPBS (Gibco, ZDA) in dodali sveže kompletno gojišče z 0,01 % raztopino 
antibiotika in antimikotika. Ko so bile celice v obeh plastenkah približno 90 % 
konfluentne, smo jih precepili. Celice iz plastenke T-25 smo precepili po postopku 
opisanem v podpoglavju 3. 2. 2., le da smo v gojišče dodali še 0,01% (v/v) raztopine 
antibiotikov in antimikotikov (40 μl). Celicam v plastenki T-75 pa smo odsesali gojišče, 
jih sprali s 3 ml DPBS in dodali 1,5 ml TrypLE Select (Gibco, ZDA). Po približno 5 min 
inkubaciji pri 37 oC  smo celice nežno resuspendirali v 2,5 ml kompletnega gojišča in 
ustrezen volumen celične suspenzije prestavili v tri nove plastenke T-75 s kompletnim 
gojiščem in 0,01 % (v/v) raztopine antibiotikov in antimikotikov (120 μl). Po treh dneh 
smo iz vseh treh plastenk T-75 odsesali gojišče, jih sprali s 3 ml DPBS in dodali 1,5 ml 
TrypLE Select. Po približno 5 min inkubacije pri 37 oC smo celice nežno resuspendirali 
v 5,5 ml kompletnega gojišča. Nastalo celično suspenzijo iz vseh treh plastenk T-75 smo 
združili v 50-mililitrsko koničasto centrifugirko. Določili smo gostoto celične suspenzije 
po postopku, ki je opisan pod točko 3. 2. 4. Izračunali smo celokupno število celic v 
suspenziji in se na podlagi tega odločili, koliko zamrzovalnih posodic bomo uporabili 
(vsaka posodica vsebuje po 1 ml celične kulture v kateri je koncentracija celic 106 
celic/ml). Suspenzijo celic smo centrifugirali 10 min pri 100 vrtljajih/minuto (300 x g) in 
med tem pripravili ustrezno količino gojišča za zamrzovanje celic (kompletno gojišče z 
10 % (v/v) DMSO). Po končanem centrifugiranju smo odstranili supernatant in celice 
resuspendirali v ustrezni količini gojišča za zamrzovanje ter celice tako inkubirali 1 h pri 
sobni temperaturi, da so se privadile na gojišče. Nato smo po 1 ml celične suspenzije 
prenesli v sterilne posodice za zamrzovanje, označene z datumom zamrzovanja in 
imenom celične linije. Posodice za zamrzovanje s celicami smo nato za nekaj dni zložili 
v posodo za zamrzovanje z izopropanolom ("Mr. Frosty™ Freezing Container," Thermo 
Scientific) v skrinjo pri –80 oC. Nekaj dni kasneje smo posodice za zamrzovanje s 
celicami prestavili v tekoči dušik in v dokumentih celične banke označili mesto 
shranjevanja, skupaj z vsemi potrebnimi podatki. 
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3. 2. 4 Štetje celic s  hemocitometrom 
Za določanje števila celic v kulturi smo uporabljali hemocitometer oz. Neubauerjevo 
komoro (VWR, ZDA). Pri tem smo si pomagali z barvilom Tripan modro (Sigma-
Aldrich, ZDA), ki omogoča ločevanje med živimi in mrtvimi celicami. Slednje namreč 
obarva modro, saj membrana mrtvih celic postane prepustna za barvilo. Pri precepljanju 
celic smo 11 μl celične raztopine odpipetirali v novo mikrocetrifugiko, h kateri smo nato 
dodali še 11 μl barvila Tripan modro. Nato smo po 10 μl obarvane raztopine celic 
odpipetirali v števni komori hemocitometra. Pod mikroskopom smo prešteli žive 
(neobarvane) celice, v štirih kvadrantih vsake števne komore. 
Koncentracijo celic v celični suspenziji smo nato izračunali po sledeči enačbi: 
 š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐
𝑚𝑙⁄ =  
š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 𝑣 8 𝑘𝑣𝑎𝑑𝑟𝑎𝑛𝑡𝑖ℎ
8
 ∙  2 ∙ 104 
… (1) 
 
3. 2. 5 Določanje količine lipidnih kapljic v rakavih celicah s pretočno citometrijo 
Celice smo nacepili na plošče s 24 vdolbinicami. V primeru celic MDA-MB-231 je bila 
koncentracija 6 x 104 celic/vdolbinico, v primeru poskusov s celicami HeLa pa 3 x 104 
celic/vdolbinico. Po 24 h smo odstranili gojišče, celice dvakrat sprali z 250 μl pufra DPBS 
in jim dodali gojišče HBSS ali RPMI brez FBS-a, z dodatkom 0,02 % BSA brez MK 
(Sigma-Aldrich, ZDA) in ustreznimi zaviralci (bafilomicin, klorokin, rapamicin, 3-MA, 
inhibitorja DGAT1 in DGAT2) ter jih inkubirali nadaljnjih 24 h (v primeru HeLa celic 
pa 16 h). 
Po inkubaciji smo najprej prenesli gojišče iz vdolbinic v 5 ml polistirenske epruvete za 
pretočno citometrijo, sprali še pritrjene celice s 250 μl DPBS, ter pufer prav tako prenesli 
v ustrezne epruvete. Na ta način smo zagotovili, da nismo izgubili celic med postopkom 
spiranja medija. Celicam na plošči smo dodali 60 μl raztopine TrypLE Select in inkubirali 
približno 3 min pri 37 oC. Nato smo v vdolbinice na plošči dodali 500 μl kompletnega 
gojišča in s previdnim pipetiranjem celice ločili od podlage. Celice smo prenesli v 
pripadajoče epruvete in jih centrifugirali 10 min pri 300 x g pri sobni temperaturi. Med 
centrifugiranjem smo pripravili raztopino fluorescenčnega barvila nilsko rdeče, katerega 
smo  redčili 1000-krat v pufru DPBS (končna koncentracija 1 μg/ml). Po centrifugiranju 
smo previdno odpipetirali supernatant, celični pelet na dnu epruvete resuspendirali v 500 
μl raztopine barvila nilsko rdeče ter vzorce inkubirali 10 min pri sobni temperaturi v temi. 
Po končani inkubaciji smo vzorce prenesli na led in jih prekrili z aluminijasto folijo, da 
bi preprečili razbarvanje vzorcev. Vzorce smo analizirali s pretočnim citometrom s 
pomočjo programa BD CellQuest Pro. Fluorescenčno barvilo nilsko rdeče smo vzbujali 
z laserjem valovne dolžine 488 nm, signal, ki je pri tem nastal pa smo zajemali s filtrom 
FL-1 (530/30). Analizo smo izvedli na najmanj 2 x 104 celic na vzorec, vsak poskus pa 
smo izvedli najmanj dvakrat. 
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Preglednica 1: Uporabljene koncentracije inhibitorjev. 
Kemikalija Uporabljena končna koncentracija 
Bafilomicin A1 (Cayman Chemical, ZDA) 1 nM 
Klorokin (Cyto-ID kit, Enzo Life Sciences, ZDA) 50 µM 
Rapamicin (Cyto-ID kit, Enzo Life Sciences, ZDA) 100 µM 
3-metiladenin (Sigma-Aldrich, ZDA)  10 mM 
PF-06424439, zaviralec DGAT2 (Sigma-Aldrich, ZDA) 20 µM 
T863, zaviralec DGAT1 (Sigma-Aldrich, ZDA) 20 µM 
 
3. 2. 6 Kvantifikacija apoptoznih celic s testom TMRM/YO-PRO-1  
Celice smo nacepili na plošče s 24 vdolbinicami. V primeru celic MDA-MB-231 je bila 
gostota 6 x 104 celic/vdolbinico, v primeru poskusov s celicami HeLa pa 3 x 104 
celic/vdolbinico. Po 24 h smo odstranili gojišče, celice dvakrat sprali z 250 μl pufra DPBS 
ter dodali ustrezno gojišče (kompletno gojišče, RPMI + 0,02 % BSA brez MK, LG-RPMI 
+ 0,02 % BSA brez MK ali HBSS + 0,02 % BSA brez MK) ter gojišče v kombinaciji z 
inhibitorji encimov DGAT. Celice smo nato inkubirali nadaljnjih 24 h. 
Po inkubaciji smo gojišče iz vdolbinic prenesli v 5 ml polistirenske epruvete za pretočno 
citometrijo. Celice smo sprali z 250 μl pufra DPBS, ter ga prav tako prenesli v ustrezne 
epruvete. Celicam na plošči smo dodali 60 μl TrypLE Select in inkubirali približno 3 min 
na 37 oC. Nato smo v posamezno vdolbinico dodali po 500 μl kompletnega gojišča in s 
previdnim pipetiranjem celice ločili od podlage. Suspenzijo celic smo nato prenesli v 
epruvete s pripadajočimi vzorci in jih centrifugirali 10 min pri 300 x g pri sobni 
temperaturi. Med centrifugiranjem smo pripravili raztopino fluorescenčnega barvila 
TMRM (Sigma-Aldrich, ZDA), ki ga uporabljamo za merjenje mitohondrijskega 
membranskega potenciala. TMRM smo sprva redčili desetkrat do koncentracije 1 μM v 
pufru DPBS (založna koncentracija barvila je 10 μM). Nato smo raztopino barvila TMRM 
redčili do končne koncentracije 25 nM v DPBS. Po končanem centrifugiranju smo 
odstranili supernatant in pelet celic v epruveti resuspendirali v 100 μl raztopine barvila 
TMRM. Vzorce smo inkubirali 15 min pri sobni temperaturi v temi. Med tem smo 
pripravili raztopino fluorescenčnega barvila YO-PRO-1 (Life Technologies, ZDA). 
Založno raztopino barvila smo redčili v DMSO do koncentracije 20 µM. Po preteku 
inkubacije vzorcev z barvilom TMRM, smo dodali po 1 μl raztopine YO-PRO-1 k 
suspenziji celic v epruveti. Končna koncentracija barvila je bila 50 nM. Vzorce smo 
inkubirali v temi nadaljnjih 10 min v temi pri sobni temperaturi. Po končani inkubaciji 
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smo k celični suspenziji dodali 200 μl 0,01 % BSA v DPBS. Epruvete z vzorci smo dali 
na led in jih analizirali s pretočnim citometrom. Analizo smo izvedli na najmanj 2 x 104  
dogodkih na vzorec. Logaritemski signal za fluorescenčno barvilo TMRM smo zajemali 
z uporabo filtra FL-3 (650LP), logaritemski signal barvila YO-PRO-1 pa s filtrom FL-1 
(530/30). Celice v populaciji, ki so prevzele barvilo YO-PRO-1 (YO-PRO-pozitivne), 
obenem pa so imele porušeno integriteto mitohondrijev (TMRM-negativne) smo smatrali 
kot pozno apoptotske oz. mrtve. Zaznavali smo vsaj 2 × 104 celic na vzorec. 
3. 2. 7 Kvantifikacija avtofagije  in  apoptoze v rakavih celicah s testom Cyto-ID/PI 
Celice MDA-MB-231 smo nacepili na plošče s 24 vdolbinicami z gostoto 6 x 104 
celic/vdolbinico. Po 24 h smo odstranili gojišče, celice dvakrat sprali z 250 μl DPBS in 
jim dodali gojišče RPMI-1640 ali HBSS brez FBS-a, z dodatkom 0,02 % BSA brez MK 
in ustreznimi zaviralci (bafilomicin, klorokin, rapamicin, 3-MA, inhibitorja DGAT1 in 
DGAT2) ter jih inkubirali nadaljnjih 24 h. 
Po inkubaciji smo najprej prenesli gojišče iz vdolbinic v 5 ml polistirenske epruvete za 
pretočno citometrijo. Celice smo sprali z 250 μl  0,02 % BSA brez MK v pufru HBSS, 
ter ga prav tako prenesli v epruvete s pripadajočimi vzorci. Celicam na plošči smo dodali 
60 μl raztopine TrypLE Select in inkubirali približno 3 min pri 37 oC. Nato smo v 
posamezno vdolbinico dodali po 500 μl medija, torej ali RPMI-1640 ali HBSS z dodano 
0,02 % BSA brez MK. V vzorcih z gojiščem RPMI-1640 smo v nadaljevanju uporabljali 
gojišče RPMI-1640 brez fenol rdečega, saj lahko fenol vpliva na fluorescenco barvila. S 
previdnim pipetiranjem smo celice ločili od podlage, jih prenesli v epruvete k 
pripadajočim vzorcem in jih centrifugirali 5 min pri 1000 rpm. Po končanem 
centrifugiranju smo previdno odstranili supernatant in resuspendirali pelet v 500 μl 
medija. Nato je ponovno sledilo centrifugiranje vzorcev 5 min na 1000 rpm. Med tem 
smo pripravili raztopino fluorescenčnega barvila Cyto-ID zeleno (komplet CYTO-ID® za 
zaznavanje avtofagije 2.0, Enzo Life Sciences, ZDA), tako da smo na vsak ml gojitvenega 
medija dodali 1 μl barvila Cyto-ID. Po končanem centrifugiranju smo odstranili 
supernatant in pelet resuspendirali sprva v 250 μl medija ter nato dodali 250 μl predhodno 
pripravljene raztopine barvila Cyto-ID zeleno. Vsak vzorec smo zelo previdno premešali. 
Vzorce smo inkubirali 30 min v inkubatorju pri temperaturi 37 oC. Po končani inkubaciji 
smo vzorce centrifugirali 5 min pri 1000 rpm, odstranili supernatant in resuspendirali 
pelet v 500 μl medija RPMI-1640 ali pufra HBSS. Ponovno smo vzorce centrifugirali 5 
min na 1000 rpm, odstranili supernatant in dodali 250 μl medija RPMI-1640 ali pufra 
HBSS. Vzorce smo postavili na led in jih analizirali s pretočnim citometrom. Analizo 
smo izvedli na najmanj 1,2 x 104  dogodkih na vzorec. Logaritemski signal barvila Cyto-
ID zeleno smo zajemali s filtrom FL-1 (530/30). Ko smo pomerili vse vzorce, smo nato 
sproti vsakemu posameznemu vzorcu dodali še 1 μl raztopine 50 µg/ml propidijevega 
jodida (PI) (Sigma-Aldrich, ZDA), s pomočjo katerega smo zaznali delež mrtvih celic. 
Ta se namreč vgradi le v DNA mrtvih celic. Barvilo PI smo vzbujali z laserjem valovne 
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dolžine 488 nm, signal, ki je pri tem nastal pa smo zajemali s filtrom FL-3 (650LP). 
Analizo smo izvedli na najmanj 2 x 104 dogodkih na vzorec, vsak poskus pa smo izvedli 
najmanj dvakrat. 
3. 2. 8 Imunodetekcija proteinov  
3. 2. 8. 1 Priprava celičnih kultur 
Celice MDA-MB-231 smo nacepili na plošče s 6 vdolbinicami v kompletnem mediju v 
koncentraciji 3 x 105 celic/vdolbinico. Po 24 h inkubacije smo odstranili medij, vzorce 
sprali z 250 μl pufra DPBS in jih tretirali z ustreznimi inhibitorji. Sledila je inkubacija 
vzorcev še nadaljnjih 24 h. 
3. 2. 8. 2 Priprava celičnih lizatov 
Celice smo nežno postavili na led, odstranili medij ter jih dvakrat sprali z 1 ml ledeno 
hladnega pufra DPBS. Med tem smo pufer za lizo celic in denaturacijo proteinov, 
sestavljenega iz dvakratnega tris-glicinskega pufra za NaDS-PAGE (»Tris-Glycine SDS 
Sample Buffer«, Thermo Fisher Scientific, ZDA), z dodatkom 800 mM DTT (Thermo 
Fisher Scientific, ZDA) ter 100-krat redčenimi inhibitorji proteaz (»EDTA-Free Halt 
Protease Inhibitor Cocktail«, Thermo Fisher Scientific, ZDA), segreli na 95 oC. V 
vdolbinice smo odpipetirali po 100 μl vročega pufra za lizo, razbite celice postrgali s 
strgalom in vzorce prenesli v pripadajoče mikrocentrifugirke ter jih tesno zaprli. Proteine 
smo denaturirali z 10 minutnim segrevanjem na 95 oC in jih nato prestavili na led. 
3. 2. 8. 3 Določitev celokupne koncentracije proteinov v lizatih 
Za določitev celokupne koncentracije proteinov v vzorcih smo uporabili komplet za 
določanje koncentracije proteinov »Pierce 660 nm Protein Assay« (Thermo Fisher 
Scientific, ZDA). Odpipetirali smo po 10 μl vsakega od vzorcev v svojo vdolbinico na 
ploščo s 96 vdolbinicami (TPP, Švica). Prav tako smo odpipetirali po 10 μl vsake od 
standardnih raztopin proteina BSA (»Bovine Serum Albumin Standard Pre-diluted Set«, 
Thermo Fisher Scientific, ZDA), pufer za lizo celic ter kontrolno raztopino za standarde. 
Vse smo delali v duplikatih. K vsaki raztopini na plošči smo dodali še 150 μl Piercovega 
reagenta z IDCR (»Ionic Detergent Compatible Reagent«, Thermo Fisher Scientific, 
ZDA). Pierce-ov reagent smo pripravimo tako, da smo raztopili eno vrečko IDCR-ja v 20 
ml raztopine »Pierce 660 nm Protein Assay«. Na čitalcu mikrotitrskih ploščic (Tecan 
Infinite M1000, Švica) smo nato izmerili absorbance vzorcev pri 660 nm, izrisali 
umeritveno krivuljo na podlagi absorbance standardnih raztopin BSA ter iz nje odčitali 
celokupno koncentracijo proteinov v posameznih vzorcih. Iz pridobljenih podatkov smo 
izračunali volumen vzorca, v katerem bo celokupna masa proteinov ustrezala 5 μg. 
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3. 2. 8. 4 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS (NaDS-PAGE) 
Poliakrilamidno gelsko elektroforezo smo izvajali na 12,5 % poliakrilamidnih gelih v 
primeru detekcije proteinov LC3B, ter na 10 % poliakrilamidnih gelih v primeru detekcije 
proteina Atg5. Debelina gelov je bila 0,75 mm, nanašali pa smo po 5 μg celokupnih 
proteinov na vzorec. Ker vzorcev nismo predhodno barvali, smo za lažjo orientacijo, kje 
se nahajajo naši proteini, uporabili predhodno obarvane standarde (»Prestained Protein 
Page Ruler #26616), katere smo nanesli na gel 5 μl v svoj razdelek. Elektroforeza je 
potekala pri reducirajočih razmerah pri stalnem električnem toku 20 mA/gel.  
3. 2. 8. 5 Imunodetekcija s prenosom western 
Proteine smo po končani elektroforezi prenesli na PVDF membrano v primeru detekcije 
proteina LC3B ter na nitrocelulozno membrano (velikost por 0,2 µm, SERVA, Nemčija) 
v primeru kasnejše detekcije proteina Atg5. PVDF membrano smo pred uporabo aktivirali 
ob rahlem stresanju 1 min v metanolu. Nato smo membrano spirali 10 min v pufru TBS 
(50 mM Tris-HCl; 150 mM NaCl; pH 7,6). Pripravili smo 1 l Towbinovega prenašalnega 
pufra (25 mM Tris-HCl, pH 8,4;192 mM glicin, 0,1 % (m/v) NaDS; 20 % MeOH), pokrili 
s parafilmom in pustili na mešalu 15 min. Dve gobici, 4 kose filtrirnega papirja v velikosti 
gela in nitrocelulozno membrano smo namočili v prenašalnem pufru. Nato smo sestavili 
»sendvič« za prenos western. Črno stran plastične mreže smo položili na mizo. Nanjo 
smo položili omočeno gobico, dva filtrirna papirja ter poliakrilamidni gel z ločenimi 
proteini. Na gel smo nato položili membrano (nitrocelulozno ali PVDF), jo pokrili z 
dvema kosoma filtrirnega papirja ter na vrh položili omočeno gobico. Tako sestavljen 
»sendvič« smo nato previdno in natančno povaljali z epruveto, da smo se znebili 
morebitnih mehurčkov. Med zlaganjem smo bili pozorni, da nismo zamešali vzorcev na 
gelu. Za lažjo orientacijo vzorcev smo na poliakrilamidnem gelu in membrani odrezali 
spodnji desni kot. Sendvič smo previdno zaprli in ga pravilno vstavili v držalo z 
elektrodama. Pazili smo, da je črna stran sendviča sovpadala s črno stranico držala. Tako 
so proteini potovali v pravi smeri iz poliakrilamidnega gela na membrano. Stojalo s 
sendvičem smo nato postavili v banjico, ki smo jo do vrha napolnili s prenašalnim pufrom 
ter na dno dodali majhno magnetno mešalo. Banjico smo postavili na led, prenos je 
potekal 105 min pri stalnem toku 200 mA. 
3. 2. 8. 6 Označevanje proteinov s protitelesi 
Po končanem prenosu smo membrano spirali 5 min v 25 ml pufra TBS pri sobni 
temperaturi. Membrano smo prerezali na ustrezni višini med proteini, ki smo jih želeli 
ločeno inkubirati z različnimi protitelesi. Pri tem smo pazili, da nismo odrezali željenih 
proteinov. Protein LC3B se je nahajal med standardi velikimi 15–25 kDa, Atg5 med 55–
70 kDa ter β-aktin med standardi velikosti 35–55 kDa. Na razrezanih delih membrane 
smo odrezali še spodnji desni kot za lažjo orientacijo vzorcev. Nezasedena mesta na 
22 
Starič P. Povezave med lipidnimi kapljicami in avtofagijo pri odpornosti rakavih celic na stres. 
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Molekulska in funkcionalna biologija, 2019 
membrani smo blokirali 1 h pri sobni temperaturi z rahlim stresanjem. Za detekcijo 
proteina LC3B smo membrano blokirali v raztopini 3 % BSA (Sigma, ZDA) v TBST 
(TBS z dodatkom 0,1 % detergenta Tween-20; Sigma-Aldrich, ZDA), za detekcijo 
proteina Atg5 v 5 % BSA v TBST ter za detekcijo proteina β-aktin v 1% blokirni raztopini 
(»Western Blocking Reagent«, Roche, Nemčija) v pufru TBS. Membrano smo spirali 
trikrat po 5 min v TBST. Primarna monoklonska protitelesa proti LC3B (#2775, Cell 
Signaling, ZDA) smo redčili 1000-krat v 5 % raztopini BSA v TBST, primarna protitelesa 
proti proteinu Atg5 (#2630, Cell Signaling, ZDA) smo redčili 1000-krat v 5 % raztopini 
BSA v TBST, primarna protitelesa proti proteinu β-aktin (#NB600-532, Novus 
Biologicals, ZDA) pa smo redčili 5000-krat v 0,5 % blokirni raztopini za prenos western 
v pufru TBS. Membrane smo inkubirali s primarnimi protitelesi preko noči pri 4 oC z 
rahlim stresanjem. Membrane smo nato spirali trikrat po 10 min v primeru proteina LC3B, 
trikrat po 5 min v primeru proteina Atg5 ter štirikrat po 15 min v primeru proteina β-
aktin. Sledila je inkubacija membran s sekundarnimi protitelesi, konjugiranimi s hrenovo 
peroksidazo (Cell Signaling, ZDA), ki smo jih redčili v razmerju 1 : 10.000 v enakih 
raztopinah kot primarna protitelesa. Nato smo membrane spirali po enakem protokolu, 
kot po inkubaciji s primarnimi protitelesi. 
3. 2. 8. 7 Inkubacija s substratom za kemoluminiscenčno reakcijo 
Po spiranju smo membrano inkubirali 1,5 min v 750 µl raztopine substrata za 
kemoluminiscenčno reakcijo (»Lumi-Light Western Blotting Substrate«, Roche, 
Nemčija). Membrano smo rahlo popivnali na robu in jo vstavili v pregib predhodno 
odrezane pisarniške »L« mape. Odstranili smo morebitne mehurčke. 
3. 2. 8. 8 Kemoluminiscenčna detekcija z aparaturo ChemiDoc XRS 
Aparaturo ChemiDoc XRS (BioRad, ZDA) smo prižgali 15 min pred uporabo, da se je 
ogrela. Na računalniku smo odprli program ImageLab, kjer smo izbrali možnost »New 
Single Channel« in uporabili nastavitve »Blots« in »Chemi«. Odprli smo vratca komore 
in vanjo položili membrano v mapi, pri čemer je stran, na kateri so bili proteini, gledala 
navzgor. Na računalniku smo izbrali funkcijo »Position Gel« in po potrebi odprli vratca 
naprave ter poravnali membrano. Izbrali smo možnost »Signal Accumulation Mode«, 
določili parametre za zajemanje signala in zajemanje začeli s klikom na gumb »Run 
Protocol«. Slike smo shranili z desnim klikom na zadnjo sliko in izbiro možnosti »Save 
All«. Nato smo slikali še standarde z izbiro možnosti »select«, »custom«, »test EPI 
White« in izbrali možnost »Run Protocol«. Shranili smo tudi to sliko, hkrati pa jo združili 
s sliko kemoluminiscence reakcije. Intenzitete posameznih lis (denzitometrična analiza) 
smo analizirali s programom ImageJ (National Institutes of Health, ZDA). 
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3. 2. 9 Detekcija avtofagije in lipidnih kapljic na konfokalnem mikroskopu 
Celice MDA-MB-231 smo gojili v petrijevkah za mikroskopijo s steklenim dnom, 
razdeljenim na četrtine. Nacepili smo 60.000 celic/vdolbinico v kompletnem mediju. Po 
24 h smo odstranili kompletno gojišče, celice dvakrat sprali z 250 μl DPBS in jim dodali 
gojišče brez seruma za stradanje celic (RPMI-1640 z dodanim 0,02 % BSA) z ali brez 
učinkovin (bafilomicin A1, klorokin, 3-MA, rapamicin). Po 24 h inkubacije smo medij 
odstranili in celice dvakrat sprali z medijem brez fenol rdečega. Pripravili smo raztopino 
za barvanje, kjer smo na vsak ml medija dodali 1 μl barvila Cyto-ID zeleno in 1 μl barvila 
Hoechst (Sigma-Aldrich, ZDA), ter jo dodali po 200 μl na vdolbinico. Celice smo barvali 
30 min v inkubatorju pri 37 oC. Po končani inkubaciji smo odstranili raztopino za barvanje 
in celice sprali z 250 μl DPBS ter dodali medij RPMI-1640 brez fenol rdečega ali medij 
HBSS, ki je vsebovalo 1000-krat redčeno barvilo »LipidTOX Deep Red« (Life 
Technologies, ZDA). Celice smo inkubirali v inkubatorju pri 37 oC še nadaljnih 5 min. 
Sledila je analiza vzorcev na fluorescenčnem konfokalnem mikroskopu Axio Observer 
Z1, sklopljenim s sistemom LSM 710 (Zeiss, Nemčija). Vzorce smo posneli s pomočjo 
programa ZEN 2010 SP1 (Zeiss, Nemčija). 
3. 2. 10 Reverzna transfekcija celic MDA-MB-231 s tarčno siRNA za gen 
ATG5 
Najprej smo pripravili mešanico za transfekcijo v gojišču za transfekcijo Opti-MEM 
(Gibco, ZDA), v kateri smo dodali po 10 nM dveh tarčnih siRNA (z internima oznakama 
#4 in #5) za gen ATG5. Končna koncentracija siRNA v transfekcijski mešanici je bila 
torej 20 nM. Dodali smo tudi lipofektamin RNAiMAX (Gibco, ZDA) v koncentraciji 1 
μl/vdolbinico. Transfekcijsko mešanico smo inkubirali 5 min pri sobni temperaturi, nato 
pa jo dodali na plošče s 6 vdolbinicami po 500 μl/vdolbinico ter inkubirali še nadaljnjih 
10 min pri sobni temperaturi. Dodali smo še celice MDA-MB-231 v koncentraciji 
300.000 celic/vdolbinico. 24 h po nacepljanju in transfekciji smo celice dvakrat sprali s 
PBS ter jim dodali različna gojišča za stradanje: 0,02 % BSA v pufru HBSS ali v mediju 
RPMI-1640, ob dodatku zaviralca avtofagije klorokina (v končni koncentraciji 50 μM) 
ali aktivatorja avtofagije rapamicina (v kočni koncentraciji 50 μM). Celoten postopek 
reverzne transfekcije s tarčno siRNA za gen ATG5 je izvedla Eva Jarc, mag. laboratorijske 
biomedicine (Jarc, Petan; neobjavljeno). Po 24 h smo pripravili lizate celic in izvedli 
imunodetekcijo proteinov Atg5 in LC3B po postopku opisanem v točki 3.2.8. 
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4 REZULTATI 
4. 1 Stradanje celic MDA-MB-231 v odsotnosti aminokislin spodbudi izgradnjo LK 
Želeli smo ugotoviti, kako pomanjkanje aminokislin vpliva na količino nevtralnih lipidov 
oz. LK v celicah. Celice smo po 24 h stradanja v 0,02 % BSA v pufru HBSS, barvali z 
barvilom nilsko rdeče, ki obarva nevtralne lipide v celicah. Ugotovili smo, da se v 
razmerah stradanja oziroma pomanjkanja AK poviša količina lipidnih kapljic v celicah 
raka dojke glede na količino LK v gojišču s prisotnimi AK in visoko koncentracijo 
glukoze (0,02 % BSA v pufru RPMI-1640) (slika 3). 
 
Celice MDA-MB-231 smo gojili 24 h v gojišču RPMI-1640 z 10 % FBS. Nato smo dodali sveže gojišče z 
0,02 % BSA v pufru HBSS ali mediju RPMI-1640. Po 24 h smo celice obarvali s fluorescenčnim barvilom 
nilsko rdeče in signal izmerili s pretočnim citometrom. Prikazane so povprečne vrednosti treh bioloških 
ponovitev in pripadajoče standardne napake povprečja (SEM). Z znakom "+" so označene statistično 
signifikantne razlike (+++, P < 0,001; parni Studentov t-test). 
 
4. 2 PREKO DGAT URAVNAVANA BIOGENEZA LIPIDNIH KAPLJIC JE 
POMEMBNA ZA PREŽIVETJE CELIC RAKA DOJKE PRI 
DOLGOTRAJNEM STRADANJU 
Vpliv zaviranja encimov DGAT1 in DGAT2 na preživetje celic raka dojke smo 
ugotavljali s pomočjo testa TMRM/YO-PRO-1, ki nam pokaže spremembe v 
mitohondrijskem membranskem potencialu (MMP) in deležu mrtvih celic v populaciji. 
Spremembe v MMP niso bile statistično signifikantne (priloga A1). V gojišču z 0,02 % 
BSA v RPMI-1640, kjer so prisotne aminokisline in visoka koncentracija glukoze (slika 
4A), zaviranje encimov DGAT v prvih 48 h nima bistvenega vpliva na smrtnost celic raka 
Slika 3: Pomanjkanje aminokislin v gojišču vodi k povišanju količine LK v celicah raka 
dojke. 
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dojke, po 72 h pa se kaže majhen, vendar značilen negativen učinek na preživetje celic. 
V gojišču z 0,02 % BSA v pufru HBSS z nizko koncentracijo glukoze in odsotnostjo AK 
(slika 4B) pa je po 72 h jasno razviden znatno povišan delež mrtvih celic v populaciji 
celic raka dojke tretiranih z zaviralcema encimov DGAT1 in DGAT2. V gojišču z 0,02 
% BSA v mediju LG-RPMI z nizko koncentracijo glukoze in prisotnimi AK (slika 4C) je 
opazen le rahel trend povečevanja deleža mrtvih celic v populaciji s časom, vendar 
statistično značilnih razlik med skupinama ni. 
Celice MDA-MB-231 smo gojili 24 h v gojišču RPMI-1640 s serumom. Nato smo dodali sveže gojišče z 
0,02 % BSA v mediju RPMI-1640 (A), 0,02 % BSA v pufru HBSS (B) ali gojišče z nizko vsebnostjo 
glukoze LG-RPMI-1640 (LOW) z dodano 0,02 % BSA (C), v kombinaciji z inhibitorji encimov DGAT1 
(20 µM T863) in DGAT2 (20 µM PF-06424439) ter gojili celice nadaljnjih 24 h. Delež apoptoznih celic v 
celotni populaciji smo določili s pomočjo testa TMRM/YO-PRO-1. Prikazane so povprečne vrednosti treh 
bioloških ponovitev in standardne napake povprečja (SEM). Z znakoma "*" in  "#" so označene statistično 
signifikantne razlike glede na kontrolo med povezanimi vzorci (* ali #, P < 0,05; enosmerna analiza 
variance ANOVA s korekcijo po Bonferroniju in parni Studentov t-test). 
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4. 3 PREKO DGAT URAVNAVANA BIOGENEZA LIPIDNIH KAPLJIC JE 
POMEMBNA ZA PREŽIVETJE CELIC RAKA MATERNIČNEGA VRATU V 
RAZMERAH STRADANJA 
Vpliv zaviranja encimov DGAT1 in DGAT2 na preživetje celic raka materničnega vratu 
smo ugotavljali s pomočjo testa TMRM/YO-PRO-1, ki nam pokaže spremembe v 
mitohondrijskem membranskem potencialu (MMP) in deležu mrtvih celic v populaciji. 
Spremembe v MMP niso bile statistično signifikantne (prilogi A1 in A2). V gojišču z 
0,02 % BSA v mediju RPMI-1640, kjer so prisotne aminokisline in visoka koncentracija 
glukoze (slika 5A), je delež mrtvih celic v celicah, kjer smo uporabili zaviralce encimov 
DGAT1 in DGAT2 ter jih inkubirali 72 h, nižji v primerjavi s celicami inkubiranimi brez 
zaviralcev encimov. V gojišču z 0,02 % BSA v pufru HBSS, z nižjo koncentracijo 
glukoze in pomanjkanjem aminokislin (slika 5B), se v vseh vzorcih delež mrtvih celic v 
populaciji s časom bistveno povečuje, pri čemer doseže najvišjo vrednost po 72 h. 
Zaviralca encimov DGAT1 in DGAT2 s svojim delovanjem dodatno zmanjšata preživetje 
celic v vseh treh časovnih točkah. Najbolj izrazita razlika v deležu mrtvih celic v 
populaciji med vzorci brez oziroma z zaviralci encimov DGAT je opazna po 48 h, kjer je 
razlika med vzorci ~30 % celic v populaciji. Po 48 h inkubacije delež mrtvih celic v 
populaciji v vzorcih z zaviralcema encimov DGAT1 in DGAT2 doseže že 92 %. V 
gojišču z 0,02 % BSA v mediju LG-RPMI, z nizko koncentracijo glukoze in prisotnimi 
aminokislinami (slika 5C), se delež mrtvih celic v populaciji povečuje s časom. Po 72 h 
se delež mrtvih celic v primerjavi z vzorci merjenimi po 24 h poveča za ~7 % in doseže 
le 9 % populacije celic raka materničnega vratu. Statistično signifikantnih razlik med 
vzorci celic inkubiranih z zaviralci encimov DGAT1 in DGAT2 in tistimi brez zaviralcev 
pa ni.  
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Celice HeLa smo gojili 24 h v mediju RPMI-1640 z 10 % FBS. Nato smo dodali sveže gojišče z 0,02 % 
BSA v mediju RPMI-1640 (A), 0,02 % BSA v pufru HBSS (B) ali v gojišče z nizko vsebnostjo glukoze 
LG-RPMI z dodano 0,02 % BSA (C), v kombinaciji z zaviralci encimov DGAT1 (20 µM  T863) in DGAT2 
(20 µM PF-06424439) ter gojili celice nadaljnjih 16 h. Delež apoptoznih celic v celotni populaciji smo 
določili s pomočjo testa TMRM/YO-PRO-1. Prikazane so povprečne vrednosti treh bioloških ponovitev in 
standardne napake povprečja (SEM). Z znaki "*", "#" ali "+" so označene statistično signifikantne razlike 
glede na kontrolo med povezanimi vzorci (*, # ali +, P < 0,05; **, ## ali ++, P < 0,01; *** ali ###, P < 





Slika 5: Preko DGAT uravnavana biogeneza lipidnih kapljic je pomembna za preživetje celic raka 
materničnega vratu v razmerah pomanjkanja aminokislin. 
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4. 4 POVEZAVE MED LK IN AVTOFAGIJO TER VPLIV AVTOFAGIJE NA 
PREŽIVETJE STRADANIH CELIC RAKA DOJKE  
4. 4. 1 Pomanjkanje aminokislin v gojišču inducira avtofagijo v celicah raka dojke 
Celice MDA-MB-231 smo 24 h gojili v kompletnem gojišču (10 % FBS v mediju RPMI-
1640), nato pa jih gojili še nadaljnjih 24 h v gojišču z 0,02 % BSA v mediju RPMI-1640 
ali gojišču brez aminokislin (0,02 % BSA v pufru HBSS), z dodanimi zaviralci avtofagije 
(bafilomicin A1, klorokin, 3-MA) ali z aktivatorjem avtofagije (rapamicin). Po inkubaciji 
smo s pomočjo fluorescenčnega barvila Cyto-ID, ki obarva avtofagosome v celicah, 
določili količino avtofagosomov. Ker je avtofagija dinamičen proces, kjer avtofagosomi 
ves čas nastajajo in se razgrajujejo, moramo določiti avtofagni fluks, da bi ugotovili ali 
se je avtofagija v našem primeru v razmerah pomanjkanja aminokislin, aktivirala. 
Avtofagni fluks določamo s pomočjo zaviralcev avtofagije, ki zavirajo delovanje 
lizosomov ob združevanju z avtofagosomom. V našem primeru sta to bila klorokin in 
bafilomicin A1 (slika 6A). V mediju RPMI-1640 z 0,02 % BSA, z visoko koncentracijo 
glukoze in prisotnimi aminokislinami, lahko opazimo povečan signal fluorescenčnega 
barvila Cyto-ID ob prisotnosti zaviralca avtofagije bafilomicina A1 v primerjavi s 
kontrolo. Z bafilomicinom A1 zavremo avtofagijo preko preprečevanja zakisanja 
lizosomov, ki se združijo z avtofagosomi. V celici pride do kopičenja avtofagosomov, ki 
jih s pomočjo fluorescenčnega barvila Cyto-ID zaznamo na pretočnem citometru. 
Klorokin je prav tako zaviralec avtofagije. Je šibka baza, ob prehodu skozi membrano v 
lizosom pa se diprotonira in se ujame v lizosomu, kjer zvišuje po naravi kisli pH organela. 
S tem je preprečena razgradnja avtofagosomalne vsebine, zato pride do kopičenja 
avtofagosomov v celici. V vzorcu z gojiščem z 0,02 % BSA v mediju RPMI-1640 in 
zaviralcem avtofagije klorokinom je večji signal fluorescenčnega barvila Cyto-ID, kar 
nakazuje na kopičenje avtofagosomov ter prikazuje bazalni nivo avtofagije v celicah. 
Opaziti je tudi večji signal v vzorcu celic inkubiranih s klorokinom v primerjavi s tistimi 
inkubiranimi z bafilomicinom A1. V vzorcih celic stradanih v pufru HBSS in 
bafilomicinom oziroma klorokinom je opaziti večji signal barvila Cyto-ID v primerjavi s 
celicami stradanimi v mediju RPMI-1640 in dodanim bafilomicinom A1 oziroma 
klorokinom. To se ujema z našimi pričakovanji, da bolj izrazito stradanje v pufru HBSS 
sproži povečan avtofagni fluks v celicah raka dojke. Pomanjkanje aminokislin v okolici 
torej spodbudi proces avtofagije v celicah raka dojke. Ob dodatku aktivatorja avtofagije 
rapamicina (slika 6B) ne opazimo statistično signifikantnih razlik v primerjavi s kontrolo 
(v mediju RPMI-1640 in pufru HBSS). Pri kombinaciji rapamicina z bafilomicinom A1 
smo opazili povišan signal barvila Cyto-ID v primerjavi s kontrolo, a je v primerjavi z 
vzorcem celic z bafilomicinom A1 signal nižji. To nakazuje, da rapamicin ni dodatno 
aktiviral procesa avtofagije, ali pa ima omenjeni aktivator avtofagije še druge 
molekularne tarče, ki vplivajo na rahlo zaviranje avtofagije v razmerah stradanja. 3-MA 
je zaviralec avtofagije, ki zaustavi proces že v zgodnji stopnji tvorbe avtofagosomov. V 
vzorcu celic inkubiranih s 3-MA (slika 6C) ni opaziti statistično signifikantnih razlik v 
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primerjavi s kontrolo tako v mediju RPMI-1640, kot v pufru HBSS. V vzorcih, kjer sta 
bila prisotna 3-MA in bafilomicin A1, pa je signal barvila Cyto-ID po pričakovanjih nižji 
kot v vzorcu z zaviralcem avtofagije bafilomicinom A1. 3-MA torej uspešno zavira 
avtofagijo, predvidoma že v zgodnjih stopnjah tvorbe avtofagosomov, tako v mediju 
RPMI-1640 kot v pufru HBSS. 
Celice MDA-MB-231 smo gojili 24 h v mediju RPMI-1640 z 10 % FBS. Nato smo dodali sveže gojišče z 
0,02 % BSA v mediju RPMI-1640 ali pufru HBSS in dodanimi zaviralci bafilomicin A1 (1 nM), klorokin 
(50 µM), rapamicin (100 nM), rapamicin + bafilomicin A1, 3-MA (10 mM) ali 3-MA + bafilomicin A1. 
Po 24 h smo celice obarvali s fluorescenčnim barvilom Cyto-ID in signal izmerili s pretočnim citometrom. 
Prikazane so povprečne vrednosti treh bioloških ponovitev in standardne napake povprečja (SEM). Z znaki 
"*", "#" ali "+" so označene statistično signifikantne razlike glede na kontrolo med povezanimi vzorci (* 
ali # ali +, P < 0,05; **ali ## ali ++, P < 0,01; *** ali ### ali +++, P < 0,001; enosmerna analiza variance 





Slika 6: Pomanjkanje aminokislin v gojišču inducira avtofagijo v celicah raka dojke. 
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4. 4. 2 Z zaviranjem procesa avtofagije se zniža količina lipidnih kapljic v stradanih 
celicah raka dojke 
Želeli smo ugotoviti, kako zaviranje avtofagije vpliva na količino LK v stradanih celicah 
(pomanjkanje aminokislin). Celice smo po 24 h barvali z barvilom nilsko rdeče, ki obarva 
nevtralne lipide v celicah. Po pričakovanjih se je količina LK v razmerah stradanja 
oziroma pomanjkanja aminokislin zvišala (slika 7A). Ob dodatku zaviralcev avtofagije 
bafilomicina A1 ali klorokina smo opazili znižanje količine LK v celicah raka dojke, pri 
čemer je imel bafilomicin A1 večji učinek na znižanje količine LK kot klorokin. V 
vzorcih z dodanim aktivatorjem avtofagije rapamicinom in zaviralcem avtofagije 
bafilomicinom A1, se količina LK, podobno kot v vzorcih z bafilomicinom A1, v celicah 
gojenih v razmerah pomanjkanja aminokislin, zniža v primerjavi s kontrolo. Inhibitor 3-
MA ne vpliva bistveno na količino LK, tudi v kombinaciji z bafilomicinom A1. 
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Celice MDA-MB-231 smo gojili 24 h v mediju RPMI-1640 z 10 % FBS. Nato smo dodali sveže gojišče z 
0,02 % BSA v mediju RPMI-1640 ali pufru HBSS z dodanimi zaviralci bafilomicin A1 (1 nM), klorokin 
(50 µM), rapamicin (100 nM), rapamicin + bafilomicin A1, 3-MA (10 mM) ali 3-MA + bafilomicin A1. 
Po 24 h smo celice obarvali s fluorescenčnim barvilom nilsko rdeče in signal izmerili s pretočnim 
citometrom. Prikazane so povprečne vrednosti treh bioloških ponovitev in standardne napake povprečja 
(SEM). Z znaki "*", "#" ali "+" so označene statistično signifikantne razlike glede na kontrolo med 
povezanimi vzorci (* ali # ali +, P < 0,05; **ali ## ali ++, P < 0,01; *** ali ### ali +++, P < 0,001; 





Slika 7: Z blokiranjem avtofagije se količina lipidnih kapljic v celicah raka dojke zniža. 
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4. 4. 3 Zaviranje avtofagije nima bistvenega vpliva na preživetje celic raka dojke v 
razmerah stradanja 
Preveriti smo želeli vpliv stradanja na preživetje celic MDA-MB-231, ter kako na 
preživetje v razmerah pomanjkanja aminokislin vpliva zaviranje procesa avtofagije. 
Poleg tega nas je zanimalo, ali kateri od uporabljenih zaviralcev oz. aktivatorjev 
avtofagije sam po sebi deluje toksično na celice raka dojke. 
Poskus smo zastavili enako kot tistega opisanega v točki 4.4.1, le da smo po 24 h celice 
obarvali z barvilom PI, ki obarva mrtve celice s prepustno membrano. S pomočjo 
pretočnega citometra smo določili delež mrtvih celic v populaciji. Zaviranje avtofagije z 
bafilomicinom A1 (slika 8A) neznatno poveča (za 1,5 %) delež mrtvih celic v populaciji 
celic raka dojke gojenih v razmerah pomanjkanja aminokislin. Statistično značilnih razlik 
v deležu mrtvih celic v populaciji med vzorci celic gojenih v razmerah pomanjkanja 
aminokislin inkubiranih s klorokinom in kontrolnimi celicami gojenimi v 0,02 % BSA v 
pufru HBSS, ni bilo. Prav tako nismo zaznali statistično signifikantnih razlik med vzorci 
celic v gojišču z 0,02 % BSA v mediju RPMI-1640 in 0,02 % BSA v pufru HBSS z 
dodanim klorokinom. V vzorcih z dodanim aktivatorjem avtofagije, rapamicinom (slika 
8B), ni opaziti bistvenih razlik v primerjavi s kontrolami. Kombinacija rapamicina in 
bafilomicina A1 prav tako le minimalno poveča delež mrtvih celic v populaciji tako v 
gojišču z 0,02 % BSA v mediju RPMI-1640 kot v gojišču z 0,02 % BSA v pufru HBSS 
(za približno 3 %) v primerjavi s kontrolo. Zaviralec avtofagije 3-MA (slika 8C) je 
pokazal nekoliko bolj izrazito toksično delovanje, in sicer ne le na celice gojene v gojišču 
brez aminokislin, temveč tudi na celice v gojišču z bolj ugodnimi razmerami (0,02 % 
BSA v mediju RPMI-1640). Še nekoliko večjo toksičnost pa smo dosegli s kombinacijo 
bafilomicina A1 in 3-MA, kjer se je delež mrtvih celic v populaciji povečal za ~ 7 % v 
primerjavi s kontrolami, tako v gojišču z 0,02 % BSA v pufru RPMI kot v 0,02 % BSA v 
pufru HBSS. Glede na odsotnost citotoksičnih učinkov ostalih dveh inhibitorjev 
avtofagije, opaženo toksičnost pri uporabi 3-MA lahko najverjetneje pripišemo njegovim 
nespecifičnim učinkom. Rezultati teh poskusov torej kažejo, da avtofagija ni bistvena za 
preživetje celic raka dojke v razmerah pomanjkanja aminokislin. 
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Celice MDA-MB-231 smo gojili 24 h v mediju RPMI-1640 z 10 % FBS. Nato smo dodali sveže gojišče z 
0,02 % BSA v mediju RPMI-1640 ali pufru HBSS in dodanimi zaviralci bafilomicin A1 (1 nM), klorokin 
(50 µM), rapamicin (100 nM), rapamicin + bafilomicin A1, 3-MA (10 mM) ali 3-MA + bafilomicin A1. 
Po 24 h smo celice obarvali s fluorescenčnim barvilom PI in signal izmerili s pretočnim citometrom. 
Prikazane so povprečne vrednosti treh bioloških ponovitev in standardne napake povprečja (SEM). Z znaki 
"*", "#" ali "+" so označene statistično signifikantne razlike glede na kontrolo med povezanimi vzorci (* 
ali # ali +, P < 0,05; **ali ## ali ++, P < 0,01; *** ali ### ali +++, P < 0,001; enosmerna analiza variance 
ANOVA s korekcijo po Bonferroniju in parni Studentov t-test). 
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4. 5 KONFOKALNA MIKROSKOPIJA IN PRIMERJAVA METOD 
4. 5. 1 Analiza lipidnih kapljic in avtofagosomov s konfokalno mikroskopijo 
Konfokalna mikroskopija nam lahko poda vpogled v celično fiziologijo lipidnih kapljic 
in avtofagosomov v celicah raka dojke pri različnih razmerah stradanja. Da bi pridobili 
vpogled v fiziologijo celice med stradanjem celic raka dojke in našli povezavo med 
avtofagijo in LK v celicah MDA-MB-231, smo celice MDA-MB-231 stradali 24 h v 
gojišču brez aminokislin (gojišče z 0,02 % BSA v pufru HBSS), v kombinaciji z 
različnimi inhibitorji avtofagije (bafilomicin A1, klorokin, 3-MA) oziroma aktivatorjem 
avtofagije, rapamicinom. Po inkubaciji smo celice obarvali z barvilom Cyto-ID, ki obarva 
avtofagosome, ter barvilom LipidTOX Deep Red, ki obarva nevtralne lipide v celicah. 
Na slikah 9A in 9B so prikazani mikroskopski posnetki celic MDA-MB-231. V celicah 
izpostavljenih stradanju v pufru HBSS, z ali brez zaviralci avtofagije, lahko opazimo 
povečan signal barvila Cyto-ID (zeleno) v primerjavi s kontrolnimi celicami inkubiranimi 
v gojišču z 0,02 % BSA v pufru RPMI. Prav tako lahko v celicah stradanih v pufru HBSS 
opazimo povečano količino lipidnih kapljic (signala barvila LipidTOX Deep Red), ki pa 
upade v celicah inkubiranih z zaviralci avtofagije bafilomicinom A1 in klorokinom. Pri 
celicah inkubiranih v prisotnosti inhibitorjev lahko prav tako opazimo morebitno 
prekrivanje signalov (kolokalizacija) barvil Cyto-ID in LipidTOX Deep Red, kar 
nakazuje na možne funkcionalne povezave med avtofagosomi in LK ali pa na morebitno 
razgradnjo LK z lipofagijo. 
Želeli smo tudi kvantificirati signal barvila Cyto-ID in s tem ovrednotiti avtofagni fluks 
v celicah. Podatke smo pridobili iz mikroskopskih slik, kjer smo s pomočjo programa 
ImageJ izmerili površino signala Cyto-ID in jo delili s številom celic na sliki. To smo 
storili na vseh slikah iz vseh ponovitev poskusov. Rezultati so prikazani na sliki 9C. 
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Celice MDA-MB-231 smo nacepili v petrijevko za mikroskopijo in jih gojili 24 h v mediju RPMI-1640 z 
10 % FBS. Nato smo dodali sveže gojišče z 0,02 % BSA v mediju RPMI-1640 ali pufru HBSS z dodanimi 
zaviralci bafilomicin A1 (1 nM), klorokin (50 µM), rapamicin (100 nM), rapamicin + bafilomicin A1, 3-
MA (10 mM) ali 3-MA + bafilomicin A1. Po 24 h smo celice obarvali s fluorescenčnimi barvili Hoechst, 
Cyto-ID in LipidTOX Deep Red ter celice analizirali s konfokalnim mikroskopom. Prikazane slike so bile 
zajete ob uporabi objektiva s 63-kratno povečavo (A in B). Graf (C) prikazuje povprečne vrednosti površine 
signala Cyto-ID iz slik, normalizirane na kontrolo RPMI. Prikazane so povprečne vrednosti treh bioloških 
ponovitev in standardne napake povprečja (SEM). 
 
4. 6 PRIMERJAVA METOD PRETOČNE CITOMETRIJE IN KONFOKALNE 
MIKROSKOPIJE ZA KVANTIFIKACIJO FLUORESCENČNEGA SIGNALA 
CYTO-ID 
Želeli smo preveriti, ali metodi pretočne citometrije in konfokalne mikroskopije 
omogočata pridobitev podobnih rezultatov pri kvantifikaciji signala fluorescenčnega 
barvila Cyto-ID. Na sliki 10 lahko opazimo, da je trend signala fluorescenčnega barvila 
Cyto-ID pri obeh metodah podoben. Le vzorca, ki vsebujeta rapamicin in 3-MA imata 
različen trend signala barvila Cyto-ID. Razpon signalov barvila Cyto-ID zaznanega z 
metodo pretočne citometrije je opazno večji v primerjavi s konfokalno mikroskopijo. 
Opazne so tudi večje standardne napake pri podatkih pridobljenih iz slik konfokalne 
mikroskopije, kar je verjetno tudi posledica manjšega števila ovrednotenih celic na 
vzorec. Pretočni citometer namreč zajame okoli 20.000 celic na vzorec, medtem ko smo 




Slika 9: Mikroskopska analiza avtofagije in lipidnih kapljic v stradanih celicah raka dojke. 
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Celice MDA-MB-231 za analizo s pretočnim citometrom smo nacepili na plošče s 24 vdolbinicami, za 
analizo s konfokalnim mikroskopom pa na petrijevke za mikroskopijo. Po 24 h smo  medij RPMI-1640 z 
10 % FBS zamenjali z gojiščem z 0,02 % BSA v mediju RPMI-1640 ali pufru HBSS z dodanimi zaviralci 
bafilomicin A1 (1 nM), klorokin (50 µM), rapamicin (100 nM), rapamicin + bafilomicin A1, 3-MA (10 
mM) ali 3-MA + bafilomicin A1. Po 24 h smo celice obarvali s fluorescenčnim barvilom Cyto-ID ter celice 
analizirali s pretočnim citometrom oz. konfokalnim mikroskopom. Slike na konfokalnem mikroskopu so 
bile zajete ob uporabi objektiva s 63-kratno povečavo, iz katerih smo nato s pomočjo programa ImageJ 
pridobili podatke o površini fluorescenčnega signala Cyto-ID. Vrednosti fluorescenčnega signala Cyto-ID 
iz pretočnega citometra oz. površine signala Cyto-ID iz mikroskopskih slik smo normalizirali glede na 
kontrolo RPMI. Prikazane so povprečne vrednosti treh bioloških ponovitev in standardne napake povprečja 
(SEM). Z znakom "*" so označene statistično signifikantne razlike med povezanimi vzorci (*, P < 0,05; 
enosmerna analiza variance ANOVA s korekcijo po Bonferroniju in parni Studentov t-test). 
 
4. 7 UTIŠANJE GENA ATG5 ZNIŽA KOLIČINO PROTEINA ATG5 V CELICAH 
RAKA DOJKE 
Protein atg5 je pomemben za začetne stopnje tvorbe avtofagosomov. Z utišanjem gena 
ATG5  smo želeli preveriti, ali s tem uspešno znižamo količino oz. izražanje proteina 
atg5. Celice MDA-MB-231 smo nacepili na plošče s 6 vdolbinicami v koncentraciji 
300.000 celic/ vdolbinico in izvedli reverzno transfekcijo z izbranimi siRNA. Po 24 h 
smo celice sprali in jim dodali gojišče (gojišče z 0,02 % BSA v mediju RPMI-1640 ali 
pufru HBSS) ter klorokin ali rapamicin. Po 24 h stradanja smo celice lizirali ter izvedli 
prenos western in imunodetekcijo proteina atg5. 
Slika 10: Primerjava metod pretočne citometrije in konfokalne mikroskopije za kvantifikacijo 
fluorescenčnega signala barvila Cyto-ID. 
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Opazimo lahko znižanje količine proteina atg5 v gojišču brez aminokislin (pufer HBSS) 
ob njegovem utišanju (slika 11). Zaznana količina proteina atg5 nekoliko naraste ob 
zaviranju avtofagije s klorokinom v pufru HBSS, če pa ob enakih razmerah utišamo gen 
ATG5, količina proteina atg5 pade. Dodatek aktivatorja avtofagije rapamicina povzroči 
nekoliko bolj izrazito povečanje količine proteina atg5 v obeh gojiščih, z utišanjem gena 
ATG5 pa koncentracija proteina atg5 ponovno pade. 
Celice MDA-MB-231 smo nacepili na plošče s 6 vdolbinicami v koncentraciji 300.000 celic/vdolbinico ter 
izvedli reverzno transfekcijo. Po 24 h smo celice sprali in jim dodali gojišče z 0,02 % BSA v mediju RPMI-
1640 ali pufru HBSS) ter klorokin ali rapamicin. Po 24 h stradanja smo izvedli lizo celic, prenos western 
in imunodetekcijo proteina atg5 in β-aktina. Rezultati na grafu prikazujejo razmerja intenzitet signalov lis 
proteina atg5 in signalov lis β-aktina normalizirana na vrednosti omenjenega razmerja v kontrolnem vzorcu 





Slika 11: Utišanje gena ATG5 zniža količino proteina atg5 v celicah raka dojke. 
40 
Starič P. Povezave med lipidnimi kapljicami in avtofagijo pri odpornosti rakavih celic na stres. 
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Molekulska in funkcionalna biologija, 2019 
4. 8 UTIŠANJE GENA ATG5 ZNIŽA AVTOFAGNI FLUKS V STRADANIH 
CELICAH RAKA DOJKE 
Potem ko smo preverili, da utišanje gena ATG5 uspešno zniža količino proteina atg5 v 
celicah MDA-MB-231, smo želeli ugotoviti, ali utišanje gena vpliva tudi na proces 
avtofagije. Razmerje med proteini LC3-II/LC3-I se lahko uporablja kot kvantitativni 
indeks avtofagije. Pokaže nam, ali v določenih razmerah pride do zmanjšanja ali 
povišanja stopnje avtofagije oz. avtofagnega fluksa v celicah. Iz vzorcev, ki so bili 
pripravljeni v točki 3.2.10, smo izvedli prenos western in imunodetekcijo proteina LC3B 
in β-aktina. 
Opazili smo rahlo povečanje v količini proteina LC3B pri celicah gojenih v gojišču brez 
aminokislin (pufer HBSS), v primerjavi s tistimi gojenimi v prisotnosti aminokislin 
(RPMI-1640). Utišanje gena ATG5 privede do znižanja v razmerju proteinov LC3B-
II/LC3B-I v obeh gojiščih. V vzorcih tretiranih s klorokinom, ki zaustavi proces 
avtofagije, je razviden porast v razmerju proteinov LC3B-II/LC3B-I v obeh gojiščih, pri 
čemer je opazno rahlo večja količina proteina LC3B v vzorcu celic inkubiranih v pufru 
HBSS. Kljub utišanju gena ATG5 v vzorcih s klorokinom, je opazno rahlo povečanje 
razmerja proteinov LC3B-II/LC3B-I v primerjavi s tistim v celicah transficiranih s 
kontrolno siRNA ("scrambled"). V vzorcih z aktivatorjem avtofagije rapamicinom smo 
opazili rahlo znižanje količine razmerja proteina LC3B-II/LC3B-I, utišanje gena ATG5 
pa je povzročilo rahlo znižanje razmerja proteinov, tako v primerjavi s kontrolno siRNA, 
kot z vzorci z rapamicinom. 
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Celice MDA-MB-231 smo nacepili na plošče s 6 vdolbinicami v koncentraciji 300.000 celic/vdolbinico ter 
izvedli reverzno transfekcijo s tarčno siRNA za gen ATG5. Po 24 h smo celice sprali in jim dodali gojišče 
z 0,02 % BSA v mediju RPMI-1640 ali pufru HBSS ter klorokin ali rapamicin. Po 24 h stradanja smo celice 
lizirali ter izvedli prenos western in imunodetekcijo proteina atg5 in β-aktina. Rezultati na grafu prikazujejo 
razmerja intenzitet signalov lis proteina atg5 in signalov lis β-aktina normalizirana na vrednosti omenjenega 





Slika 12: Utišanje gena ATG5 zniža razmerje proteinov LC3B-II/LC3B-I oziroma avtofagni fluks v 
stradanih celicah raka dojke. 
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4. 9 AVTOFAGNI FLUKS V CELICAH RAKA DOJKE NARAŠČA S ČASOM 
AKUTNEGA STRADANJA  
Zanimalo nas je tudi, ali avtofagija narašča s časom v razmerah stradanja. Celice MDA-
MB-231 smo nacepili na plošče s 6 vdolbinicami v koncentraciji 150.000 
celic/vdolbinico. Po 24 h smo celice sprali in jim dodali gojišče z 0,02 % BSA v mediju 
RPMI-1640 ali pufru HBSS. Po nadaljnjih 24 h smo izvedli lizo celic, prenos western in 
imunodetekcijo proteina LC3B. 
Količina LC3B-II v gojišču brez aminokislin (pufer HBSS) z dodanim klorokinom s 
časom narašča (slika 13), najvišjo vrednost pa doseže po 48 h. Opazimo lahko rahlo 
naraščanje količine proteina LC3B-II v gojišču brez aminokislin (pufer HBSS) in 
klorokina po 12 h in 16 h stradanja, vendar se ta vrednost v sledečih časovnih točkah nato 
ne povečuje. 
Celice MDA-MB-231 smo nacepili na plošče s 24 vdolbinicami. Po 24 h smo medij RPMI-1640 z 10 % 
FBS zamenjali s svežim gojiščem z 0,02 % BSA v pufru HBSS (kontrola) ali gojiščem z 0,02 % BSA v 
pufru HBSS z dodanim 50 µM klorokinom. V časovnih točkah 1, 3, 6, 12, 16, 24 ali 48 h smo izvedli lizo 
celic, prenos western in imunodetekcijo proteina LC3B in β-aktina. Rezultati na grafu prikazujejo razmerja 
intenzitet signalov lis proteina LC3B in signalov lis β-aktina normalizirana na vrednosti omenjenega 
razmerja v kontrolnem vzorcu HBSS v času 0. Poskus je bil izveden le enkrat. 
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5 RAZPRAVA 
LK so primarni vir MK za β-oksidacijo v mitohondrijih, kar omogoča preživetje rakavih 
celic v številnih razmerah stresa (Santos in Schulze, 2012; Petan in sod., 2018). Poročila 
številnih raziskav omenjajo povišane količine LK v različnih tipih celic, ki so bile 
izpostavljene hipoksiji ali pomanjkanju hranil (Santos in Schulze, 2012; Nguyen in sod., 
2017). LK so torej pomembni celični organeli, ki pomagajo nekaterim celicam pri 
premagovanju stresa, kot je tudi pomanjkanje hranil, še vedno pa ni znano, zakaj celice 
shranjujejo MK v LK, ko jim primanjkuje energije, kljub temu, da je to energetsko 
zahteven proces (Nguyen in sod., 2017).  
5. 1 Stradanje v odsotnosti aminokislin spodbudi sintezo LK v celicah MDA-MB-231 
LK služijo kot vmesna postaja, ki shranjuje odvečne MK ter s tem preprečuje 
lipotoksičnost, hkrati pa nudijo vir MK za energijo, če jo celica potrebuje (Bailey in sod., 
2015; Listenberger in sod., 2003; Velazques in sod., 2016; Cabodevilla in sod., 2013; 
Herms in sod., 2015; Rambold in sod., 2015). Encimi, kot je ATGL, se odzivajo na 
metabolično stanje celice ter hitro sprostijo MK iz LK za prenos v mitohondrije, kjer se 
porabijo v procesu β-oksidacije (Lass in sod., 2011, Rambold in sod., 2015). Rakave 
celice, ki izražajo onkogen Ras, v razmerah stradanja pogosto preklopijo iz na glukozi 
temelječega energijskega metabolizma na pridobivanje energije preko MK s procesom β-
oksidacije. Rambold in sodelavci (2015) so v zarodnih celicah mišjih fibroblastov (MEF) 
opazili povečano količino LK v razmerah akutnega (do 24 h) odtegovanja aminokislin in 
seruma v pufru HBSS. Podobne rezultate smo pridobili tudi z našimi poskusi na celicah 
raka dojke. Ugotovili smo namreč, da se količina LK v celicah MDA-MB-231 poveča, če 
jih stradamo 24 h v gojišču z 0,02 % BSA v pufru HBSS, ki mu primanjkuje aminokislin. 
5. 2 Preko encimov DGAT uravnavana sinteza LK je pomembna za preživetje celic 
HeLa in MDA-MB-231 v razmerah stradanja 
Ker številne raziskave omenjajo kopičenje LK v razmerah stradanja pri številnih rakavih 
celicah (Kamphorst in sod., 2013; Pucer in sod., 2013; Jarc in sod., 2018), smo se odločili 
preveriti, kako sinteza LK vpliva na preživetje rakavih celic MDA-MB-231 in HeLa v 
razmerah stradanja s pomanjkanjem aminokislin, glukoze in seruma. Predhodni rezultati 
v našem laboratoriju so pokazali, da kombinacija zaviralcev encimov DGAT1 in DGAT2  
lahko uspešno ustavi sintezo LK, tako v ugodnih razmerah kot v gojišču s brez 
aminokislin, in seruma in nižjo koncentracijo glukoze (HBSS). 
Rezultati naših poskusov so pokazali, da je preko DGAT uravnana sinteza LK pomembna 
za preživetje celic raka dojke predvsem v razmerah stradanja, ko v gojišču ni bilo 
prisotnih aminokislin v daljšem časovnem obdobju (72 h). Če smo zaustavili preko 
DGAT uravnano sintezo LK je bil delež mrtvih celic v populaciji po 72 h še vedno dokaj 
nizek (16 %), kar kaže na to, da LK niso odločilnega pomena za preživetje celic pri teh 
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razmerah. Zanimivo bi bilo preveriti, ali se učinek spreminja s časom oz. ali bi se z daljšim 
obdobjem stradanja učinek še naprej stopnjeval. Pomanjkanje glukoze v gojišču ni 
bistveno vplivalo na preživetje celic, kljub inhibiciji preko DGAT uravnane sinteze LK. 
Poskusi na celicah raka materničnega vratu (celice HeLa) so pokazali, da so te celice 
bistveno bolj občutljive na stradanje v odsotnosti aminokislin v primerjavi z visoko 
invazivnimi celicami raka dojke MDA-MB-231. Delež mrtvih celic raka materničnega 
vratu v populaciji se je povečeval s časom stradanja, pri čemer je dosegel najvišjo 
vrednost, ~85 %, po 72 h. Prav tako so bili učinki inhibicije encimov DGAT veliko bolj 
izraziti, in sicer so bili opazni že po 24 h stradanja, po 72 h pa je večina celic v populaciji 
že vstopila v proces celične smrti.  
Iz naših rezultatov lahko sklepamo, da od DGAT odvisna biogeneza LK prispeva k 
preživetju celic raka dojke in celic raka materničnega vratu v razmerah daljšega stradanja. 
Do podobnih ugotovitev so prišli tudi Nguyen in sodelavci (2017), kjer so ob zaviranju 
encimov DGAT prav tako zaznali povišan delež mrtvih celic MEF v populaciji v 
primerjavi s kontrolo v razmerah stradanja v pufru HBSS. Prav tako so dokazali, da de 
novo sinteza LK uravnana preko encimov DGAT ščiti mitohondrije v celicah pred 
lipotoksičnostjo in prispeva k celični viabilnosti v razmerah stradanja. Raziskave povezav 
med kopičenjem lipidov in presnovnimi okvarami nakazujejo na pomembno zaščitno 
vlogo preko DGAT uravnane sinteze LK tudi na nivoju organizma. V miškah z izbitim 
genom za encim DGAT1 so Liu L. in sodelavci (2014) opazili kopičenje toksičnih lipidov 
v srcu, opažena pa je bila tudi višja stopnja smrtnosti zaradi odpovedi srca. Povišano 
izražanje encima DGAT1 v makrofagih poveča njihovo sposobnost shranjevanja TAG ter 
ščiti pred inzulinsko rezistenco ter vnetjem. Sinteza LK ščiti celice pred lipotoksičnostjo 
v večini tkiv, ki so izpostavljena visokim koncentracijam lipidov. 
Pomembna znotrajcelična vira MK v sesalskih celicah sta de novo sinteza MK ter lipoliza 
TAG v obstoječih LK. K znotrajceličnim virom MK pa prištevamo tudi avtofagijo 
membranskih organelov ter fosfolipidno hidrolizo membran (Pucer in sod., 2013; 
Cabodevilla in sod., 2013; Gubern in sod., 2009; Rambold in sod., 2015; Guijas in sod., 
2014). Neravnovesje v teh procesih lahko vodi h kopičenju MK v celicah, ki v preveliki 
količini delujejo lipotoksično še posebej na mitohondrije. Lipotoksičnost je tako pogosto 
posledica neravnovesja med privzemom, shranjevanjem in porabo lipidov. 
Shranjevanje MK v LK v obliki TAG ščiti celice pred lipotoksičnostjo. Preko DGAT 
posredovana sinteza LK ščiti celice pred lipotoksičnostjo v različnih razmerah znotraj in 
zunajceličnega kopičenja lipidov ter ob povišanem avtofagnem fluksu (Nguyen in sod., 
2017). Če smo torej zavrli preko DGAT uravnavano izgradnjo LK v gojišču brez 
aminokislin in seruma, smo preprečili shranjevanje MK, sproščene s procesom avtofagije 
ali lipolize, v LK v obliki TAG. Predvidevamo, da je v celicah nastalo lipotoksično okolje, 
ki je poškodovalo celice in povišalo delež mrtvih celic v populaciji. Celice raka 
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materničnega vratu so bolj občutljive na pomanjkanje aminokislin, kjer vidimo, da ima 
preko DGAT uravnana sinteza LK tudi večjo vlogo pri preživetju celic v razmerah 
pomanjkanja aminokislin. 
5. 3 Pomanjkanje aminokislin v gojišču inducira avtofagijo, ki sproži sintezo LK v 
celicah raka dojke 
Avtofagija je dinamičen proces, ki se tudi v optimalnih razmerah izvaja na bazalni ravni. 
Ugotovili smo, da se avtofagija v celicah MDA-MB-231 v razmerah stradanja aktivira po 
6 h, njena aktivnost pa narašča tudi do 48 h. V našem laboratoriju smo že pokazali, da se 
izgradnja LK poveča po 12 h stradanja v gojišču s pomanjkanjem aminokislin. Po 24 h 
sinteza LK doseže najvišjo točko, količina LK pa nato v nadaljnjem začne upadati. 
Naraščanje količine LK v celicah MDA-MB-231 po 12 h sovpada z naraščanjem 
avtofagnega fluksa, kar nakazuje na medsebojno povezanost sinteze LK in avtofagije 
(Jarc in Guštin, neobjavljeno). 
Ob pomanjkanju aminokislin se v celicah raka dojke poveča količina LK. Želeli smo 
ugotoviti, ali je avtofagija eden izmed virov prostih MK za sintezo TAG in tvorbo 
novonastalih LK. V naših poskusih smo uporabljali inhibitorja avtofagije bafilomicin A1 
in klorokin, ki ustavita proces avtofagije v končni stopnji razgradnje avtofagosoma. Sta 
zelo uporabna za študije avtofagnega fluksa, saj omogočata skupaj z uporabo specifičnih 
barvil, kot je Cyto-ID, zaznavanje kopičenja avtofagosomov. Uporabili smo tudi 
zaviralec avtofagije 3-MA, ki ustavi proces tvorbe avtofagosomalnih membran. Rezultati 
potrjujejo, da se avtofagija aktivira v razmerah stradanja po 24 h. V odsotnosti seruma (v 
mediju RPMI-1640) je nivo avtofagije nižji v primerjavi z bolj strogimi razmerami 
stradanja (HBSS), kar je še posebej opazno pri uporabi inhibitorjev avtofagije, ki sta nam 
omogočila začasno "zaustavitev" razgradnje  avtofagosomov in s tem lažjo kvantifikacijo 
avtofagnega fluksa s pretočno citometrijo. Rezultati so jasno pokazali, da pomanjkanje 
aminokislin v gojišču sproži proces avtofagije že v relativno kratkem obdobju stradanja 
(v prvih 24 h). Ko smo uporabili kombinacijo zaviralcev avtofagije 3-MA in bafilomicina 
A1, se je signal avtofagije znižal v primerjav z vzorcem, ki je vseboval le bafilomicin A1. 
Ta rezultat nam pove, da smo z zaviralcem 3-MA dokaj uspešno zaustavili tvorbo 
avtofagosomov oziroma avtofagni fluks, ki nam ga bafilomicin v kombinaciji z barvilom 
Cyto-ID, omogoča zaznati. Aktivator avtofagije rapamicin ni dodatno aktiviral procesa 
avtofagije tako v mediju RPMI kot tudi v  pufru HBSS. Sharifi in sod. (2015) navajajo, 
da rapamicin sam po sebi večinoma ni učinkovit aktivator avtofagije. Ta namreč zavira 
delovanje kompleksa mTORC1, vendar se lahko vključi povratna zanka kjer se vključi 
kompleks mTORC2, ki zavira avtofagijo. To bi pojasnilo naše rezultate, kjer smo v 
vzorcu z bafilomicinom A1 in rapamicinom, ki naj bi dodatno aktiviral avtofagijo, zaznali 
manjši signal barvila Cyto-ID kot v vzorcu z bafilomicinom A1. 
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V nadaljnjem nas je zanimalo, kakšno povezavo imata avtofagija in LK. Zato smo z 
ustavitvijo avtofagije želeli preveriti, ali je avtofagija pomembna za izgradnjo ali 
razgradnjo LK. Ugotovili smo, da se z inhibicijo avtofagije zniža količina LK v celicah 
MDA-MB-231, kar nakazuje na to, da avtofagija sodeluje predvsem pri izgradnji LK v 
razmerah pomanjkanja aminokislin. Skladno s tem so tudi Nguyen in sod. (2017) 
ugotovili, da pomanjkanje aminokislin v mediju spodbudi avtofagijo, katere rezultat so 
tudi MK, in pomembno prispeva k biogenezi LK v celicah MEF. 
Sočasno s poskusi na pretočnem citometru, s katerimi smo ovrednotili spremembe v 
avtofagnem pretoku, količini LK in deležu mrtvih celic v populaciji, smo s pomočjo 
konfokalne mikroskopije opravili preliminarne poskuse vizualizacije avtofagosomov s 
pomočjo barvila Cyto-ID ter LK s pomočjo barvila LipidTOX Deep Red. Količino 
avtofagosomov smo kvantificirali s pomočjo programa ImageJ, kjer smo merili površino 
signala Cyto-ID. Slike iz konfokalnega mikroskopa tako dopolnjujejo ter potrjujejo 
rezultate poskusov s pretočnega citometra. 
5. 4 Avtofagija prispeva k preživetju celic raka dojke v razmerah stradanja 
Avtofagija je v splošnem zelo ohranjem stresni odgovor celice, ki je nujen za njeno 
preživetje. S svojo sposobnostjo »recikliranja« celičnih komponent bi v stradanih rakavih 
celicah lahko omogočila dotok osnovnih gradnikov, ki jih celica potrebuje za svoje 
delovanje in proizvodnjo energije, vključno z oksidacijo MK. Hamurcu in sod. (2017) so 
na primer z zaviranjem avtofagije opazili povečan delež mrtvih celic v razmerah 
stradanja. V nadaljevanju smo zato želeli ugotoviti, ali je avtofagija v razmerah 
pomanjkanja aminokislin pomembna za preživetje celic raka dojke MDA-MB-231. Pri 
gojenju celic v gojišču brez aminokislin, smo ob inhibiciji avtofagije zaznali rahlo, a 
statistično signifikantno, povečanje v deležu mrtvih celic v populaciji. Iz tega 
predvidevamo, da avtofagija v prvih 24 h stradanja le v manjši meri prispeva k preživetju 
omenjenih rakavih celic. Glede na prisotnost glukoze v mediju HBSS, predvidevamo, da 
celice MDA-MB-231 lahko s pridom uporabljajo glikolizo za proizvodnjo gradnikov in 
energije. Naši rezultati torej jasno kažejo, da se avtofagija aktivira v tem obdobju 
stradanja, ni pa odločilnega pomena za preživetje celic MDA-MB-231. Zanimivo je, da 
se ti rezultati ujemajo z zanemarljivim učinkom inhibitorjev DGAT na preživetje celic 
MDA-MB-231, kar dodatno nakazuje na zaporedno povezavo med procesom  avtofagije 
in LK. Ne moremo pa izključiti možnosti, da postanejo avtofagija, MK in LK bolj 
pomembni za preživetje celic pri podaljšanem stradanju, ko bi zaloge glukoze, začele 
pojenjati.  
Opazili pa smo, da zaviralec avtofagije 3-MA deluje toksično na celice raka dojke, saj se 
je povišal delež mrtvih celic v populaciji ne le v gojišču brez aminokislin, temveč tudi v 
hranilnem gojišču. V vzorcih z drugimi zaviralci avtofagije v hranilnem gojišču namreč 
ni bilo opaziti povečanega deleža mrtvih celic v populaciji. 
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5. 5 Pretočna citometrija nam omogoča pridobitev statistično bolj zanesljivih 
podatkov, konfokalna mikroskopija pa nam poda vpogled v fiziologijo celic 
Ker nas je zanimala skladnost metod za detekcijo avtofagije, smo primerjali rezultate 
signala Cyto-ID pridobljenega z meritvami na pretočnem citometru, ter meritve površine 
signala Cyto-ID iz mikroskopskih slik s konfokalnega mikroskopa. Opaziti je večje 
napake pri metodi zajema signala s konfokalno mikroskopijo, verjetno na račun zajetja 
manjšega števila celic. Pri mikroskopiranju smo namreč za analizo na slikah zajeli okoli 
50 celic na vzorec, metoda pretočne citometrije pa nam je omogočila zajem podatkov iz 
20.000 celic na vzorec. Na račun večjega vzorca celic s pretočne citometrije tako dobimo 
statistično bolj zanesljiv rezultat kot z analizo slik konfokalnega mikroskopa. Trend 
signalov fluorescenčnega barvila Cyto-ID v vzorcih je precej podoben, le v vzorcu z 
dodanim aktivatorjem avtofagije (rapamicin) lahko opazimo statistično signifikantno 
razliko. 
5. 6 Z utišanjem gena ATG5 smo dosegli znižanje količine proteina atg5 in upočasnili 
avtofagni pretok v celicah raka dojke 
Protein atg5 tvori kompleks z ATG12 in ATG16L na membrani nastajajočega 
avtofagosoma (Hanada in sod., 2007). Protein LC3, ki nam je služil kot marker 
avtofagosomov in avtofagije, najdemo v citoplazmi celice, ob konjugaciji z 
fosfatidiletanolaminom pa se nahaja na avtofagosomalnih membranah (Tanida in sod., 
2004). Z utišanjem gena ATG5 se je v celicah MDA-MB-231 znižal nivo proteina atg5. 
V nadaljnjem smo preverili, ali utišanje gena ATG5 vpliva na avtofagijo s pomočjo 
imunodetekcije markerja avtofagije LC3B. Rezultati so pokazali da utišanje gena ATG5 
zniža količino proteina LC3B in s tem nivo avtofagije tako v mediju RPMI-1640, kot v 
gojišču brez aminokislin, vendar pa avtofagije nismo popolnoma zavrli. Utišanje ključnih 
genov povezanih z avtofagijo pogosto ne zaustavi procesa popolnoma (Separovic in sod., 
2010; Hollomon in sod., 2013), kar se ujema z našimi rezultati.  
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6 SKLEPI 
- Stradanje visoko invazivnih in tumorigenih celic raka dojke MDA-MB-231 v 
odsotnosti aminokislin spodbudi tvorbo lipidnih kapljic. 
 
- Preko encimov DGAT posredovana izgradnja lipidnih kapljic je pomembna za 
preživetje celic raka dojke (MDA-MB-231) in materničnega vratu (HeLa), pri 
čemer so slednje bolj občutljive na pomanjkanje aminokislin in zaviranje sinteze 
lipidnih kapljic. 
 
- Pomanjkanje aminokislin v gojišču spodbudi proces avtofagije oziroma poveča 
avtofagni pretok v celicah raka dojke. Avtofagni pretok narašča s časom stradanja. 
 
- Avtofagija je potrebna za sintezo lipidnih kapljic, ki jo spodbudi pomanjkanje 
aminokislin v gojišču. 
 
- Avtofagija ni pomembna za preživetje celic raka dojke pri akutnem stradanju. 
 
- Utišanje gena ATG5 zniža avtofagni pretok v stradanih celicah raka dojke. 
 
- Avtofagijo in lipidne kapljice lahko sočasno zasledujemo z detekcijo fluorescence 
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7 POVZETEK 
Rakave celice imajo izredno sposobnost prilagajanja na težke razmere v okolju. 
Prilagajanje na omenjene razmere jim omogočajo spremembe v presnovi, ki so lahko 
posledica mutacij. Vpliv na presnovo rakavih celic ima tudi razpoložljivost hranil v 
okolju, ki lahko spremeni celično sporočanje in spodbudi tvorbo tumorjev (Ward in 
Thompson, 2012). Tako se pri pomanjkanju hranil spodbuja metabolizem v smeri sinteze 
lipidov, preživetje rakavih celic pa je odvisno od uspešnosti privzema lipidov iz okolja in 
recikliranja lastnih lipidnih zalog (Michalopoulou in sod., 2016). Ugotovili smo, da 
stradanje visoko invazivnih in tumorigenih celic raka dojke (MDA-MB-231) v odsotnosti 
aminokislin spodbudi tvorbo lipidnih kapljic, hkrati pa se aktivira proces avtofagije 
oziroma poveča avtofagni pretok, ki narašča s časom stradanja. V našem laboratoriju smo 
pokazali, da se izgradnja lipidnih kapljic poveča po 12 h stradanja najbolj izrazito v 
gojišču brez aminokislin. Po 24 h sinteza lipidnih kapljic doseže najvišjo točko, količina 
lipidnih kapljic pa nato začne upadati. Naraščanje količine lipidnih kapljic v celicah 
MDA-MB-231 tekom 24-urnega stradanja sovpada z naraščanjem avtofagnega pretoka, 
kar nakazuje na medsebojno povezanost sinteze lipidnih kapljic in avtofagije (Jarc in 
Guštin, neobjavljeno). Pokazali smo tudi, da je z encimi DGAT posredovana sinteza 
lipidnih kapljic pomembna za preživetje celic raka dojke in materničnega vratu (HeLa), 
pri čemer so slednje bolj občutljive na pomanjkanje aminokislin in zaviranje sinteze 
lipidnih kapljic. Z uporabo inhibitorjev avtofagije smo ugotovili, da je avtofagija potrebna 
za sintezo lipidnih kapljic, ni pa ključna za preživetje celic raka dojke pri akutnem 
stradanju v odsotnosti aminokislin. Naše delo bo pomembno prispevalo k razjasnitvi 
kompleksnih povezav med lipidnimi kapljicami in avtofagijo ter k razumevanju njune 
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PRILOGE 
PRILOGA A1 
Membranski mitohondrijski potencial celic raka materničnega vratu (HeLa) v različnih 
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PRILOGA A2 
Membranski mitohondrijski potencial celic raka dojke (MDA-MB-231) v različnih 
rezmerah stradanja ter ob dodatku zaviralcev encimov DGAT1 in DGAT2. 
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